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peptide extension terminated by a trypsin cleavage site, fused to the 
mature human serum albumin (HSA) sequence, comprises cultivating a 
strain of E. coli able to retain a plasmid which contains the 
nucleotide sequence coding for (A) , the expression of which is 
controlled by an inducible bacterial promoter. Also new are (1) the 
plasmids pXL4 62; pXL641; pXL74 0 and pXL741 and (2) hybrid proteins 
expressed by these plasmids. 

pXL462 contains the PL promoter; the ribosome -binding site (RBS) of 
the gene ell of lambda phage (lacking the tRl transcription termination 
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(Met) -Val-Arg-Ala-Asr -Lys-Arg. pXL641 contains the Ptrp promoter 
followed by penicillin amidase (PA) promoter; the RBS of PA and the 
first 6 codons of the PA gene. It produces an (A) with N-terminal 
extension of formula Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg . pXL740 and pXL741 are 
similar to pXL641 but the extension is modified by directed mutagenesis 
to Met-Lys-Asn-Arg-Lys-Arg or Met -Lys-Arg -Lys -Arg . The (A) formed is 
converted to denatured, insoluble form, then renatured and solubilised 



to rearrange the sec. and tert. structures of the polypeptide chain. 
(A) is treated with trypain to give a protein having a primary 
structure identical to HSA. 

USE/ ADVANTAGE - (A) can be converted into mature HSA. 
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© Procede de preparation de s6 ru m -all bu mine humaine ma- 
ture a partir d'une serum-albumine humaine produite par voie 
mlcrobiologique sous forme de proteine fusionnee {«pseudo- 
pro-SAH»). 
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1 

La presente invention concerne un procSde* de preparation 
de la serum-albumine humaine mature a partir d f une se^rum-albumine 
humaine produite par voie microbiologique sous forme de protiine 
fusionnee. 

II existe un grand choix d'organismes botes, tels que les 
cellules mammiferes modifiees ou les micro-organismes qui peuvent 
potent iellement etre utilises en vue de la production en quantites 
importantes de proteines humaines d'une grande valeur thirapeutique. 

L'utilisation de cellules mammiferes modifiees par les 
techniques de 1'ADN recombinant presente I'avantage de conduire a 
des produits tres proches de ceux d'origine naturelle ; cependant la 
culture de ces cellules est delicate et ne peut etre conduite que 
dans des volumes limit es» 

L'emploi de micro-organismes , tels que les bacteries, 
permet une fabrication a une Schelle plus importante mais presente 
l f inconvenient de conduire a" des produits qui different sensiblement 
des produits d'origine naturelle. Ainsi les proteines normalement 
glycosylees chez I'homme ne sont pas, en general, glycosylees par 
les bact€ries [P. Berman et L.A. Laskey, Trends Biochem. Sci., 
(1985) 1£, p. 51 et suivantes]. Par ailleurs, les protSines humaines 
exprimees a* haut niveau dans des bactSries telles que E.coli acquiS- 
rent souvent une conformation non native qui s T accompagne d'une * 
precipitation intracellulaire [R.G. Schoner et coll., Bio. Technol. 
(1985), 3, P»151 et suivantes ; J.M. Schoemaker et coll., EMBO J. 
(1985), p. 775 et suivantes]. Enfin, pour qu'un gene puisse s'ex- 
primer dans une bacterie, telle que E.coli , il est indispensable de 
positionner un codon initiateur methionine devant la sequence 
codante de la protSine mature. GSneralement , ce r£sidu n'est pas 
excise par la methionyl aminopeptidase de E.coli [P.H. Seeburg et 
coll., 1985, 2, p. 37 et suivantes ; J.M. Schoner et coll., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA (1981), 81, p. 5403]. 
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La protSine obtenue presente done un acide aming anormal comme 
premier residu qui petit provoquer 1* inhibition sterique d'une 
activite biologique si le debut de la proteine est implique dans 
cette activitS. Le residu peut egalement presenter un caractere 
5 immunogene nefaste a l f administration ulterieure de la proteine. 

II resulte que le choix d T une cellule-hSte depend de la 
proteine specifique que l'on veut obtenir. Dans le cas d'une pro- 
teine de valeur marcbande elevee et necessaire en quantite limitSe, 
les cellules mammiferes peuvent constituer une source particu- 

10 lierement bien adaptee. Par contre dans le cas d T un produit de 
valeur marcbande plus faible et necessaire en quantite importante, 
de l'ordre de plusieurs dizaines de tonnes, telle que la serum-albu- 
mine humaine (SAH), il parait indispensable d'utiliser des micro- 
organismes tout en remSdiant aux inconvenients lies a leur emploi. 

15 Lorsque la SAH est exprimee a partir d'une construction 

genet ique du type ,f Promoteur-Site de demarrage de traduction-ATG- 
Gene de la SAH mature", la proteine obtenue conserve generalement 
une methionine comme residu N-terminal. Pour gliminer la methionine 
N-terminale de prolines heterologues exprimees chez E.coli, plu- 

20 sieurs mSthodes peuvent etre envisagees, telles que le clivage 
enzymatique in vivo , l 1 excision proteolytique pendant ou imm€diate- 
ment apres le transport a travers la membrane ou bien des digestions 
proteolytiques ou chlmiques in vivo . 

II est connu, en particulier d'apres J. P. Waller, J. Mol. 

25 Biol., (1963), 7, p. 483 et suivantes, que E.coli possSde une methio- 
nyl aminopeptidase qui excise la methionine N-terminale d'un certain 
nombre de proteines. Cependant la specif icite du m€canisme est mal 
connue et il est suppose que ce mecanisme depend du ou des residus 
suivant la methionine [V.M. Vogt, J. Biol. Chem. (1970), 245 , p. 4760 

30 et suivantes ; H.J. George et coll., (1985) DNA, 4_, p. 273]. 
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Les proteines secritSes sont generalement initlalement 
synthetisees sous forme d'une preproteine comportant une "Sequence- 
signal" qui inclut le premier residu. Cette sequence subit une 
excision proteolytique pendant ou immediatement apres le transport a 
5 travers la membrane [R. Scheckman, Trends Biochem (1985), 10 , 
p. 177]. Cependant ce systeme ne convient generalement pas dans le 
cas de proteines cytoplaemiques ou hSterologues du fait des proble- 
mes de transport dus soit a certaines parties de la sequence pri- 
maire de la proteine [J. Tommassen et coll, EMBO J. (1985), 4^ 

10 p. 1041] soit a une precipitation intra-cytoplasmique trop rapide de 
la proteine. Far ailleurs les mecanismes impliques dans la secretion 
de proteines par les cellules encaryotes, telles que la SAH sScretSe 
par les cellules hepatiques, sont vraisemblablement assez differ en ts 
des mecanismes de secretion mis en jeu dans des microorganismes tels 

15 que les bacteries gram-negatives [N.Wickner et H. Lodish, Science 
(1985), 230 p. 400]. 

II a ete egalement propose d' employer des digestions 
chimiques ou enzymatiques afin de convert ir in vitro la proteine 
synthetisee par la bacterie sous la forme d'une proteine fusionnSe. 

20 Cette conversion a pour but 1 T excision specif ique d'une sequence 
peptidique etrangere i la proteine desiree, sltuee .en position 
N-terminale et contenant la methionine comme premier residu. Un - 
exemple simple est celui d'une proteine qui ne possede pas nature 1- 
lement de residus methionine [R.E. Chance et coll., "Peptides : 

25 Syntheses-Structure-Fonction", D.H. Rich et E. Gross, ed., Pierce 
Chem. Co, Rocfprd, 111., (1981) p. 721 et suivantes], Dans ce cas, un 
traitement in vitro par le bromure de cyanogene permet l 1 excision de 
la methionine N-terminale • Cependant ce cas ne se presente que tres 
rarement dans le cas de proteines de poids moleculaire €lev€. 
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Certalnes proteases, comme la collagenase et le facteur X, 
reconnaissent tine sequence de plusieurs acldes amines, ce qui les 
rend relativement specif iques. [K. Nagai et H.C. Thogerson, Nature 
(1984), 309 , p. 810 et suivantes ; J. Germino et D. Bastia, Proc. 
5 Natl. Acad. Sci. USA (1984), 81^, p. 4692 et suivantes]. Une construc- 
tion genet ique permet done de positlonner la sequence reconnue par 
la protease en question devant le premier acide amine de la proteine 
deslree. Cette proteine fusionnee devient ainsi un subs tr at de la 
protease, le prodult principal de la reaction etant la prot€ine 

10 possedant en position N-terminale le meme acide amine" que la pro- 
teine mature. Cependant, 1 1 inconvenient majeur de cette methode 
reside dans le prix de la protease surtout lorsqu 1 !! s'agit de 
produire une pro t Sine en grande quant it e. 

La SAH est synthetisee par les cellules humalnes d'abord 

15 sous forme de prepro-SAH (figure 1) • Une sequence signal de 18 
acides amines est enlevee pendant le transport de la SAH a* travers 
le lumen du reticulum endoplasmique et il reste encore 6 acides 
amines a* I'extremite N-terminale (Arg- Gly- Val- Phe- Arg- Arg-) qui 
ne sont pas presents dans la SAH circulante. Selon S.O. Brennan et 

20 R.W. Carrell, Biochlm. Biophys. Acta (1980), 621, p. 83 et suivantes, 
ce propeptide ne semble jouer aucun role dans la secretion de la 
SAH. II est possible qu'une deuxieme proteolyse specif ique s'ef- 
fectue au niveau de I'appareil de Golgi ou dans la circulation 
sanguine, les deux residus arginine formant le site de reconnais- 

25 sance d'une protease de specif icite analogue a* celle de la trypsine. 
En ef f et , un variant , appele "Albumine Chris t church" , du S une 
mutation qui transforme le dernier residu arginine du propeptide en 
glut amine n v est pas convertl in vivo en albumine mature mais est 
transforme* in vitro en Glu-SAH en traitant le propeptide par une 

30 faible concentration de trypsine. Par ailleurs, la SAH mature sous 
forme native est res 1st ante a la trypsine dans les meme conditions 
[S.O. Brennan et coll., Biochlm. Biophys. Acta, (1984) 802 , p. 24 et 
suivantes ] • 
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II a maintenant StS trouvS, et c'est ce qui fait l'objet 
de la prSsente invention, un procSdS permettant de transformer en 
SAH mature une SAH produite par voie microbiologique sous forme de 

proteine fusionnee. 

Le procSdS selon la prSsente invention consiste : 

- a modifier in vitro le gene de structure de la SAH de 
telle sorte qu'il possSde 6 codons supplSmentaires codant pour les 6 
premiers acides aminSs de la protSine ell du bacteriophage lambda, 
puis S lier le gene de structure ainsi modifiS a la sSquence nuclSo- 
tidique qui prScSde naturellement le gene ell dans le genome du 
bactiriophage lambda et a un promoteur qui assure un niveau SlevS de 
transcription, 

- 5 produire, dans des conditions dSfinies, au moyen d'une 
bactSrie hote contenant le gSne modifiS, une proteine hybride 
("pseudo-pro-SAH") constituSe par les 6 premiers acides amines du 
gSne ell suivis de la sSquence de la SAH mature, 

- a dSnaturer et reduire puis renaturer la protSine 
hybride de facon * obtenir une protSine soluble dont la conformation 
est semblable a celle de la SAH d'origine naturelle, puis 

- 1 modifier in vitro , au moyen de la trypsine, la pro- 
tSine ainsi obtenue afin d'exciser le pseudo-pro-peptide et obtenir 
la SAH mature. 

II a Sgalement StS trouvS que la SAH mature peut etre 
obtenue en utilisant une extension peptidique N-terminale ("pseudo- 
-pro-peptide") dont la sSquence differe de celle des 6 premiers 
acides aminSs de la protSine ell du bactSriophage lambda, S condi- 
tion que cette extension permette une expression suffisante de la 
protSine fusionnSe. prSsente 1'hydrophilicitS nScessaire et comporte 
un site de coupure par la trypsine. Par exemple, le "pseudo-pro-pep- 
tide" peut etre constituS par les 5 premiers acides aminSs de la 
sSquence-signal de la pSnicilline-amidase (6, si l'on compte le 
premier rSsidu methionine) . 
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Dans ce qui suit, la signification des termes techniques 
utilises en biologie moleculaire est supposee connue (cf. par 
exemple J. Watson, "Biologie Moleculaire du Gene", edition francai- 
se, Inter Editions, 1978). Les methodes couramment employees en 
biologie moleculaire du gene sont deer it es, par exemple, par T. 
Maniatis et coll., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, New-York, 1982). Dans ce qui suit seront decrits successive- 
ment la construction, les procedes d 1 expression du gene, la renatu- 
ration et la conversion par la trypsine de la "pseudo-pro-SAH". 

A -CONSTRUCTION DU GENE "pgeudo-pro-SAH" . 
1. Preparation d'ARN messager de foie 

On utilise des cellules hipatiques, obtenues par exemple 
par biopsie, et on en extrait I 1 ARK messager selon la methode 
decrite par exemple par V. Glisin et coll., Biochemistry (1974), 13, 
p. 2633 et suivantes ; et par R. Deeley et coll., J. Biol. Chem. 
(1977), 252 , p. 8310 et suivantes. On traite la biopsie par une 
solution de thiocyanate de guanidine 6M, et l T on purifie l f ASN total 
par plusieurs cycles de precipitation dans l'Sthanol a -20°C, 
centrifugation et redis solution des culots de centrlfugation. 

On enrichlt la preparation en ARK messager par plusieurs 
cycles de chromatographic d'af finite sur des colonnes d'oligo 
(dT) -cellulose, selon la technique decrite par H. Aviv et P. Leder, 
Proc. Katl. Acad. Sci. (USA) (1972), 69, p. 1408 et suivantes. L'ARN 
messager ainsi isole, contenant 1 a 2 % de l'ARN total, est conserve 
en solution aqueuse 3. -70°C. 

On peut determiner la proportion d v ARN messager specif ique 
de la serum-albumine humaine au sein de la population to tale (par 
exemple par traduction in vitro d T un aliquot de la solution d'ARN 
dans des lye at s de reticulocytes de lapin) . Une methode consiste a 
utiliser le lysat de reticulocytes fournis par la societS Amersham, 
suivant le protocole preconise par ce fournisseur. On peut ainsi 
determiner la fraction de prot§ine neoformee immunoprecipitable par 
des anticorps anti-albumine au sein de 1' ensemble des prot€ines 
neoformees. On obtient par exemple une fraction de l f ordre de 6 %. 
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2. Synthese de cDNA et clonage dans E.coli 
a. Synthese du premier brin 

A partir de la technique de G.N. Buell et coll., J. 
Biol. Chem. (1978), 253 , p. 2471 et suivantes, modifiee, on utilise 
3 par exemple 5 jjg d T ARN messager total dans un volume final de 50 
microlitres d f une solution contenant : 100 mM Tris-HCl pH 8,3, 10 mM 
MgCl 2 , 0,4 mM DTT, 20 mM KC1, 0,4 mM Na pyrophosphate, 1 mM de 
chaque nucleotide triphosphate (dNTP), 100 ug/ml de o^-igo(dT) ^-js* 
0,5 U/ml d'inhibiteur de ribonucleases , 50 picomoles de traceur 
1Q radioactif et 40 unites de Transcriptase reverse (Soci€t€ Life 
Science, Inc.). 

La reaction de transcription reverse de l'ARN messager 
en ADN complementaire (ADNc) se poursuit pendant 1 heure a 42 °C. 

Le taux de synthese de ADNc est calcule" par me sure du 
15 taux d 1 incorporation du traceur radioactif en molecules acido-pr§- 
cipitables, selon une technique connue. 

Aprfcs 1 heure, on arrete la reaction par addition 
d'EDTA (20 mM), et l f on d£truit l f ARN messager par digestion alca- 
line dans 50 mM de NaOH, a 42°C, pendant 3 heures. 
20 On separe I'ADNc neoformS des dNTPs non-incorftores et 

des produits de degradation alcaline des ARNs par chromatographic 
par exemple, sur une colonne de Sephadex 6100 (Pharmacia Fine Chemi- 
cals) . On obtient 1,5 ug d'ADNc simple brin & partir de 5 ug d'ARN 
messager total. 
25 b. Synthese du deuxieme brin 

L'ADNc simple brin est converti en ADN double brin par 
action du fragment "Klenow" de l'ADN polymerase I. 

Les conditions de reaction sont : 100 mM Hepes pH 7, 
10 mM MgCl 2 , 2,5 mM DTT, 70 mM KC1, 0,5 mM de chaque dNTP, et 
30 50 unites du fragment "Klenow" de l'ADN polymerase I (commercialisSe 
par exemple par la Societe New England Bio lab a Inc.). 

La reaction est poursuivie pendant 15 heures, h 15 °C, 
et I'on separe l'ADN double brin des dNTPs non incorpores a* nouveau 
par chromatographic sur colonne de Sephadex G100. 
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c. Clonage de l'ADN double brln 

Pour supprimer les molecules d'ADN simple brin et 
obtenir un ADN double brln 3 extremltes f ranches, on traite les 
sequences non appariees par la nuclease selon la technique 
d€crite par A. Efstradiatis et coll., Cell (1976), 1* p. 279 et 
suivantes. On separe les ADNs neoformes double brln selon leur 
taille par centrifugation dans un gradient de saccharose. On utilise 
generalement un gradient de 5 % - 20 % de saccharose en 50 mM 
Tris-HCl pH 8,5, 10 mM EDTA, 800 mM NaCl, centrifuge a 210000 g 
pendant 15 heures, a 20 °C, et on effectue un fractionnement du 
gradient en aliquots apres centrifugation. 

On controle la taille des molecules dans chaque frac- 
tion par electrophorese d f echantillons faite en parallele avec des 
etalons d'ADN de tallies connues, et I'on regroupe les fractions 
contenant un ADN constitue par 1 1 enchalnement de plus de 500 paires 
de bases. 

Pour permettre le clonage de cet ADN on allonge d'abord 
ses extremltes 3 T avec de l'oligo(dC), et on allonge parallelement 
les extremltes 3' du site PstI du plasmide vecteur pBR322 avec de 
l'oligo(dG) selon la technique de F. Rougeon et coll., J. Biol. 
Chem. (1977), 252, p. 2209 et suivantes. 

On hybride alors l'ADN double brin decrit ci-dessus au 
plasmide vecteur, selon par exemple la technique de L. Villa 
Komaroff et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1978), 75, p. 3727 
et suivantes. 

On cree une "banque" de clones d f ADNcs de foie par 
transformation de la bacterie E.coli avec l'ADN ainsi decrit selon 
la methode decrite par M. Mandel et A. Higa, J. Mol. Biol. (1970), 
53, p. 154 et suivantes et M. Dagert et S.D. Erlich., Gene (1979), 
6^, p. 23 et suivantes. 
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. d. RepSrage des clones d'ADNc albumine 

■ Oh utilise tine technique d'hybridation sur colonies £ . 
l'aide d 1 oligonucleotides synthStiques dont les slquences sont 
deduites de la sequence protSique de 1' albumine humaine (B. Meloun 
et coll.. FEBS Letters (1975), 58, p. 13A et suivantes ; 
M. Grunstein et D. Hogness, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1975), 72, 
p. 3961 et suivantes ; R.B. Wallace et coll., Nucleic Acids Res. 
(1981), 9, p. 879 et suivantes). 

Les clones sont cultivSs par series de 96 sur milieu de 
Luria contenant 25 ug/ml de tetracycline, en boltes carrSee, direc- 
tement sur des filtres de nitrocellulose. AprSs croissance 1 37°C 
puis amplification en prSsence de 250 ug/ml de chloramphenicol, les 
colonies sont lysSes par la soude puis hybridSes avec les oligonu- 
cleotides radioactives en 5 1 par kination, dans une solution conte- 
nant : 5 X SSC, 0,5 X NP 40, 100 ug/ml ADN de sperme de saumon 
dSnaturS par Sbullition et refroidi rapidement dans la glace, 
0,5 ng/ml d' oligonucleotide kinasS. L'hybridation est effectuee a 
37 °C pendant 18 heures. On lave ensuite les filtres en 5 X SSC, a 
25 °C, puis 37 °C, puis 45 °C et ce pendant quatre fois 15 minutes a 
cheque etape. 

Les filtres sont alors exposes sur films Kodak X-OMAT, 
a -70°C, avec un Scran amplif icateur pendant 15 a 24 heures. Les - 
clones hybridants avec les sondes sont rSisolSs puis lysSs. L'ADN 
plasmidique est purifiS par centrifugation en milieu chlorure de 
cSsium-bromure d'Sthidium selon une technique connue. 

On sSquence l'ADN de 1' insertion par la technique de 
Maxam-Gilbert (A. Maxam et W. Gilbert, Methods Enzymol. (1980), 65, 
p. 499 et suivantes) pour comparer la sSquence protSique dSrivSe de 
la sSquence nuclSotidique et celle de la sSrum-albumine humaine. 

On identifie ainsi une sSrie de clones dont les inser- 
tions correspondent a 1' ensemble du gSne de la sSrum-albumine 
humaine. 
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Dans la figure 2 est representee la carte de restric- 
tion du gene de la s€rum- album 1 ne, ainsi que la position de trois 
des insertions les plus representatives, designees par "pTIBll", 
f 'pAA38", "p6D8". 

e. Incorporation au gene de structure d T un codon 
d T initiation (figure 3) 

a) On digere l'ADN du plasmide "pTIBll" par les enzymes 
PstI et PvuII, et on isole un fragment d'ADN de 125 paires de bases, 
correspondant a* la sequence de I'extremite 5 1 du gene de la sSrum- 
-albumine (acides amines n° 1 a 62). On fixe a 1 1 extremite PvuII une 
sequence de jonction constitute du site de reconnaissance de l'enzy- 
me BamHI. On obtient ainsi un fragment Pstl-BamHI. 

On prepare d f autre part un oligonucleotide synthe- 
tique ayant 21 bases de long, possSdant un triplet "ATG" devant les 
nucleotides codant pour les acides amines de la serum-albumine 
humaine ainsi qu'un site de restriction Ncol, et dont la sequence 
est la suivante : 5 T GAATCCATGGATGCACACAAG 3'. 

On denature le fragment d'ADN Pstl-BamHI, et on 
1'hybride avec 1 T oligonucleotide synthetique. L 'hybridation se fait 
par la sequence 5 ' . . .GATGCACACAAG 3', I'extremite 3' du brin d'ADN 
complementaire etant desappariee. On digere les extremites d£sap- 
pariees, puis on polymerise dans le sens 5'... 3' avec le fragment 
"Klenow" de l'ADN polymerase I, d'aprSs les techniques de 
H. Jacobsen et coll., Eur. J. Biochem. (1974), 45, p. 623 et sui- 
vantes . 

On obtient ainsi un fragment contenant en 5 ' une 
extremite franche, un site Ncol puis le triplet ATG et en 3' un site 
BamHX • 

b) On realise la ligation de trois fragments d'ADN : 
1) un fragment EcoRI-BamHI du plasmide "pLG200" (L. 
Guarente et coll., Cell (1980) 20, p. 543 et suivantes) portant un 
gene de resistance aux antibiotiques , l'origine de replication et 
I'extremite 3' du gene de la 0-galactosidase, 
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2) un fragment EcoRI-PvuII du plasmide "pGLlOi" (G. 
Lauer et coll., J. =Mol. Appl. Genet. (1981), 1, p. 139 et suivantes) 
portant le promoteur P lac et le site de fixation de ribosome (RBS) 

du gene lacZ d' E.coli , 

3) le fragment d'ADN mutagenisS codant pour les 62 

premiers acides amines de l'albumine humaine. 

On isole un plasmide ( P XL52) qui realise une fusion 
de l'extremitS 5' du gene de la sSrum-albumine humaine avec le gene 
de la B-galactosidase d' E.coli . 

f . Construction du gene complet (figure 3) 

On digSre l'ADN du plasmide "p6D8" par EcoRI, et 
partiellement par Bglll, selon une technique dSja dgcrite. On isole 
le grand fragment EcoRI-Bglll contenant la sgquence codant pour les 
405 derniers acides amines de la eerum-albumine humaine puis l'ori- 
gine de replication du plasmide et le gene de resistance a la 
tetracycline. 

On digSre l'ADN du plasmide " P XL52" decrit ci-dessus 
par EcoRI et Sau3A, et on isole un fragment contenant 200 paires de 
bases. 

On digere l'ADN du plasmide "pAA38" par Sau3A et on 
isole un fragment contenant 540 paires de bases. 

On ligature les trois fragments (dans l'ordre [pXL52 
EcoRI-Sau3A] - [pAA38-Sau3A] - [ P 6D8 Bglll-EcoRI]) en tirant profit 
de la compatibilitg entre les sites Sau3A et Bglll. On obtient un 
plasmide appelS "pXL53", dont la qualiti de la construction est 
contrSlee par un sSquencage complet du fragment compris entre le 
site EcoRI et le site PstI correspondant 1 la jonction de 1' inser- 
tion et du plasmide vecteur. 

La sequence nucieotidique complete, ainsi que la se- 
quence proteique derivee, sont representees dans les figures 4 et 5. 
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Les variations observees entre cette sequence et la 
sequence proteique publile (B. Meloun et coll, FEBS Letters (1975), 
58 , p. 134 et suivantes ; M. Dayhoff , Atlas of Protein sequence and 
structure (1978), 5, supplement 3, p. 306) sont les suivantes : 



Position Meloun et coll. Serum-albumine humaine dSduite 

de la sequence de "pXL53" 

131 Glutamine Aclde glutamique 

364 Histidine Alanine 

367 Tyrosine Histidine 

370 Alanine Tyrosine 

38 1 Valine Methionine 

464 Acide glutamique Histidine 

465 Histidine Acide glutamique 
501 Glutamine Acide glutamique 



3. Construction de systemes d y expression de la mSthionyl-serum- 
- album ine humaine 

a. Utilisation du promo teur f, P L " du bacteriographe lambda 

On linear ise le plasmide "pXL53" par digestion partiel- 
le par 1' enzyme Ncol, en ne considerant que le site Ncol en 5' du 
codon d 1 initiation et on forme des bords francs par remplissage 
selon la technique de B..M. Wartell et W.S. Reznikoff, Gene (1980), 
9, p. 307 et suivantes). 

On synthetise un "adaptateur" contenant en 5 f une 
sequence correspondent au site de reconnaissance d'une enzyme de 
restriction telle que BamHI, puis une sequence correspondant a un 
site de fixation de ribosomes (RBS "consensus" ou "theorique") . La 
sequence de 1* adapt at eur est : 5 1 GGATCCTAGGAGGAAC 3'. 

La ligation de l T adaptateur en 5 f d f un ADN £ bords 
francs a ete decrite, par exemple, par CP. Bahl et coll., Gene 
(1976), 1_, p. 81 et suivantes. 
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La methode cons is te A effectuer la reaction sur 20 
microlitres d'une solution contenant 50 mM Tris, HC1 pH - 7,5, 10 mM 
MgCl 2 , 15 mM DTT, ImM ATP, 50 ug/ml d'adaptateur, 20 ug/ml d f ADN et 
1 unite d'ADN-ligase (New England Biolabs Inc.). La reaction est 
poursuivie pendant 10 heures a* 15 °C. Cette ligation crSe un site 
BamHI sans supprimer le site Ncol. 

On digere le produit de ligation par BamHI et par 
HinDIII. Du fait de la presence d'un site HinDIII en 3' du gene de 
la serum-albumine humaine, on obtient un fragment d'ADN contenant la 
totalite de la sequence codante. 

On sous-clone le fragment HinDIII-BamHI ainsi obtenu 
par exemple dans le plasmide "pBR322" en transformant E.coli selon 
la methode deja dec rite ci-dessus pour obtenir le plasmide "pXL61". 

Le plasmide "pXL61" ne contient pas de promoteur. 

Le promoteur "P^" du bacteriophage lambda est placS sur 
le chromosome du bacteriophage entre un site Bglll et un site BamHI 
(voir E.- Szybalski et W. Szybalski, Gene (1979) p. 217 et suivan- 
tes), et dont la sequence nucleotidique est connue (F. Sanger et 
coll., J. Mol. Biol. (1982), 162 , p. 279 et suivantes) . On peut 
doner ce fragment et modifier ses sites de restriction selon des 
methodes connues. 

On note que les plasmides portant P L doivent etre * 
propages dans des souches de E.coli portant le gene r£presseur cl, 
ceci afin d'eviter que ce promoteur ne s'exprime de facon constitu- 
tive. 

Dans une premiere construction, P^ est disponible sous 
forme d'un fragment BamHI a partir du plasmide "pPL-lambda" (Pharma- 
cia P.L. Biochemicals) . L'insertion de ce fragment BamHI dans le 
site BamHI du plasmide M pXL61" permet d'obtenir le plasmide "pXL65", 
dans lequel on a verifie que l f orientation du promoteur par rapport 
au gene de structure de la serum-albumine humaine est correcte. 
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D'autres constructions peuvent etre realisees a partir 
de plasmides disponibles. On peut, par exemple, exciser du plasmlde 
"pP^-lambda" un fragment Haelll-Haelll contenant le promoteur P^ et 
l'inserer dans le site Smal d'une sequence de clonage multisites 
portee sur un plasmide, tel que le plasmide "pUC8" (J. Vieira et 
J. Messing, Gene, (1982), 79_, p. 259 et suivantes) pour obtenir 
,f pUC8-P T "" dans lequel le site EcoRI est en 5 1 du promoteur. 

A partir du plasmide "pPSl" (P. Sarmientos et coll., 
Cell (1983), 32, p. 1337 et suivantes), on peut d'abord detruire le 
site HinDIII le plus procbe du site Ndel (figure 3) puis remplacer 
le petit fragment EcoRI-HinDIII par, d'une part, le fragment EcoRI- 
BamHI du plasmide "pUC8-P L M contenant le promoteur P L> et, d T autre 
part, le fragment BamHI-HinDIII du plasmide "pXL61" contenant le 
gene de la serum-albumine. On obtient ainsi le plasmide "pXL70" dans 
lequel 1' ensemble Pj-RBS "consensus "-ATG-gene de la serum-albumine 
humaine est porte sur un fragment d'ADN EcoRI-HinDIII, 

b. Remplacement du RBS "consensus" par celui du gene ell 
du bacteriophage lambda 

Le gene ell du bacteriophage lambda, dont la sequence 
et le site d' initiation sont connus, peut etre traduit avec effica- 
cite (£• Schwarz et coll., Nature (1978), 272 , p. 410 et suivantes). 

On construit un plasmide contenant le systeme d T expres- 
sion "Promoteur "P" - RBS ell - ATG - gene serum-albumine" . 

Par exemple, on peut apres avoir detruit le site BamHI 
de "pUC8-P " par action de l'enzyme SI (A.J. Berk et P. A. Sharp, 
Cell (1977), 12, p. 72) isoler un fragment EcoRI-HinDIII contenant 
le promoteur P^ et ensuite lier ce fragment avec le grand fragment 
EcoRI-HinDIII du plasmide "pDS20" (G. Duester et coll., Cell (1982), 
30, p. 855 et suivantes), pour obtenir le plasmide "pXL73". 

Le RBS du gene ell est extrait du plasmide "pPSl". On 
digere ce plasmide par Ndel et on Insere un adaptateur BamHI apres 
formation d'extremites f ranches. On excise alors le RBS sous forme 
d f un fragment HinDIII-BamHI . 
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On construit d'abord un plasmide ,r pXL68 ,r dans lequel ce 
fragment HinDIII-BamHI est US au grand fragment HinDIII-BamHI du 
plasmide "pXL73". Dans le nouveau plasmide "pXL88", le RBS ell est 
insere dans la bonne orientation par rapport au promoteur P^, le 
tout dans un systeme multisites de telle sorte que 1 'ensemble P^-RBS 
ell soit portS sur un fragment d'ADN EcoRI-BamHI de 578 paires de 
bases. 

Le fragment EcoRI-BamHI de 578 paires de bases est 
sous-clone entre les sites EcoRI et BamHI du plasmide M pMC1403" 
(M.J. Casadaban et coll., J. Bacteriol. (1980), 143 , p. 971 et 
suivantes) qui porte le gene de la 0-galactosidase (lacZ) apres le 
site BamHI. Cette construction conduit au plasmide "pXL91" dans 
lequel le gene de la 0-galactosidase est ( exprime* sous controle du 
systeme "P^-RBS ell". 

On sous-clone le fragment BamHI-Bglll du plasmide 
"pXL61" dicrit precidemment dans le site BamHI du plasmide 
"pMC1403". (La ligation d f un site Bglll dans un site BamHI est 
possible, mais l f excision par BamHI en Bglll ne l'est plus ; il ne 
reste done qu'un site BamHI). 

Cette construction ("pXL71") aboutit S 1* insertion d T un 
fragment d'ADN de 700 paires de bases comportant la sequence 
"BamHI— [RBS "consensus' -ATG-NcoI-gene partiel de la sSrum-albumine * 
(codant pour les acides amines 1 £ 218) -gene de la 0-galactosidase] . 

On coupe ce plasmide par BamHI et SacI (>e site SacI 
est present dans le gene de la 0-galactosidase) et on l'iiis&re dans 
le plasmide "pXL91" d€crit precedemment a la place du fragment 
preexistant BamHI-SacI. 

On aboutit alors au plasmide "pXL97" dont 1* insertion a 
la structure suivante : "Site EcoRI - P L - RBS ell - site BamHI - 
RBS "consensus"- site Ncol - ATG - g£ne partiel de la serum-albumine 
-gene de la 0-galactosidase". 
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On digere le plasmide "pXL97" par BamHI et partielle- 
ment par Ncol en ne considerant que le site Ncol proche du codon 
d T Initiation et on forme les bords francs par action de la nuclease 
SI, puis on le referme sur lui-meme. Cette manipulation, d'une part, 
supprime la sequence d'ADN du RBS "consensus" et, d f autre part, met 
en phase un ATG du RBS ell avec la sequence de la serum-albumine. 

On obtient ainsi le plasmide "pXL136" qui comporte la 
sequence "site EcoRI-Pj-BBS cII-ATG-gene partiel de la sirum-albu- 
mine-gene de la £-galactosidase". 

Le gene partiel de la serum-albumine possedant un site 
PvuII, on digere le plasmide "pXL136" par EcoRI et PvuII et on 
extrait un fragment de 760 paires de bases qui est insure* entre les 
sites EcoRI et PvuII du plasmide "pXL70" decrit precedemment. On 
obtient ainsi le plasmide "pXL139" qui porte la structure "Pj-RBS 
cll-g£ne se"rum-albumine complet" sur un fragment EcoRI-HInDIII, 
comme le plasmide "pXL70" et qui porte la substitution RBS "consen- 
sus" par celui du gene ell. 

On coupe le plasmide "pXL139" decrit precedemment au 
site unique Sail, entre le promoteur PL et le RBS ell. On digere 
l f ADN par l T enzyme Bal31, de telle sorte que le site de fin de 
transcription tRl en 5' du RBS ell soit digere" puis on ajoute un 
adaptateur HinDIII et on isole le fragment HinDIII-Xbal contenant le 
RBS ell ampute de tRl et les 357 premiers codons du gene de la 
sSrum-albumine humaine. On combine ce fragment HinDIII-Xbal avec 
d'une part le fragment Xbal-EcoRl du plasmide pXL139 contenant la 
fin du gene de la serum-albumine humaine et d 1 autre part le fragment 
EcoRI-HinDIII portant le promoteur ? L obtenu § partir du plasmide 
pUC8-P T apres destruction du site BamHI. On obtient ainsi le plas- 
mide pXL324. 
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4. retraction d'm. nlasmide d'e ^ression pour la "pseudo-pro-SAH" 

Un fragment d'ADN est construit par hybridation de deux 
oligonucleotides synthetiques ayant la structure donnSe dans la 
figure 6A. La sequence contient un codon de demarrage "ATG" suivi 
par 1M 6 premiers codons du gene ell du bacteriophage lambda. Ce 
fragment possede une extrSmite cohSsive de type HinDIII et une autre 
extrSmite cohesive de type Sail. Ce fragment synthetique est clone 
entre les sites HinDIII et Sail du vecteur M13mpl0 (J. Messing, 
Methods Enzymol.. (1984), 101, p.20 et suivantes) . Le DNA en forme 
rSplicative purifie a partir de cellules infectSes par le bacterio- 
phage resultant est utilise dans l'etape suivante de construction. 

On fragment Sall-Bglll de 765 paires de bases provenant du 
plasmide P XL324 contenant le debut du gene (ADNc) codant pour la SAH 
est clone dans ce bacteriophage recombinant. La souche de E^coli 
JM101 est infectSe par ce nouveau bacteriophage et le surnageant 
d'une culture de 5 heures est utilise comme source de particules 
phagiques contenant l'ADN simple brin caractSristique des phages 
filamenteux de type M13. Ce staple brin sert ensuite de matrice pour 
une mutagenese dirigee par oligonucleotide permettant de supprimer 
la sequence comprise entre le sixiime codon du gene ell et le 
premier codon de la SAH mature (GAT) selon les methodes decrites. 
par exemple, par J.P. Adelman et coll.. DNA (1983), 2, p. 183. . 
^oligonucleotide utilise dans cette mutagenese dirigle est decrit 
dans la figure 6B. Le phage resultant contient le dibut d'un nouveau 
gene fusionne. La structure de fragment d'ADN utilise dans les 
constructions ulterieures est verifi€e par la mSthode de sequencage 
enzymatique (F. Sanger et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1977), 
74, p. 5463). 
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Une reconstruction du gene complet codant pour la fusion 
"pseudo-pro-SAH" est ensuite effectuee, Un vecteur contenant un gene 
de resistance a l f ampicilline, une origine de replication, un 
terminateur de transcription et une partie de l'ADNc codant pour la 
SAH est prepare a partir du plasmide pXL70 en traitant ce plasmide 
par les enzymes de restriction EcoRI et PvuII. Le fragment de 7200 
paires de bases environ est purifie par electrophorese en gel 
d T agarose et electroelution. Un fragment de 430 paires de bases 
contenant le promo teur ? L et le site d'accrochage sur le ribosome 
(RBS) modifie du gene ell est purifie 3. partir d'une digestion du 
plasmide "pXL324" par les enzymes EcoRI et Ndel par electrophorese 
en gel de polyacrylamide et electrocution. Un fragment Ndel-PvuII 
de 200 paires de bases contenant le debut du gene hydride dl-SAH 
est purifie a partir de la forme replicative du bacteriophage M13 
recombin€ modifie par mutagenese in vitro decrite ci-dessus. Une 
reaction de ligation a" trois partenaires a €t§ effectuee. Le plas- 
mide resultant est appelS "pXL462" (figure 7) . 

Le plasmide "PXL462" a ete introduit dans la souche G819 
par transformation. Cette souche est derivee de la souche E103S 
(Li SIMON, Waksman Institute for Microbiology, Rutgers-The State 
University, Piscataway, N.J.,USA) par transformation avec le plas- 
mide pRK248clts (H-U. Bernard et coll., Gene (1979), p. 59 et suivan- 
tes). Ce plasmide est compatible avec "pXL462" et porte le gene cl 
du bacteriophage lambda qui code pour un represseur thermosensible 
du promoteur P T . Ce represseur devient en ef f et inactif au-dessus de 
38,5°C. La souche obtenue porte le numero G1398. 
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A partlr du plasmide pXL462, d'autres plasmides ont £t€ 
construits ou le promo teur P^ contenu sur un fragment de restriction 
EcoRI-HinDIII a ete remplace par differents promoteurs bacteriens 
induct ibles. La construction de ces plasmides a utilise le site Xbal 
5 unique de pXL462 et une reaction de ligation & trois partenaires du 
type de celle decrite ci-dessus (voir figure 7) • La presente inven- 
tion ne dependant pas du type de promo teur bacterien utilis€, seul 
le cas du plasmide pXL462 portant le promoteur P^ sera €voqu€ dans 
ce qui suit. 

10 B. PRODUCTION DE cII-SAH PAR VOTE MICROBIOLOGIQUE 

1. Culture et Induction 

A partir d'un reisolement de la souche 61398 sur une bolte 
de Petri gelos£e & base de milieu LB contenant 50 micrograimnes/tnl 
d'ampicilline (LBAp) prealablement incubee 2 30°C t une preculture 
15 est dilute 100 fois dans le meme milieu et la culture est incubee & 
30°C avec agitation. Lorsque la densitS optique lue ft 610 nanometres 
atteint 1,0 la culture est alors portee & 42 °C pendant 90 minutes 
avec agitation. 

2. Sonication, recuperation de la cII-SAH 

20 Le culot cellulaire collect e par centrifugation est 

resuspendu dans 1/30 de volumes de PBS (0,2 g/1 KC1, 0,2 g/1 KB^PO^, * 
8 g/1 NaCl et 1,25 g/1 Na^HPO^) . Apres incubation pendant 15 minutes 
a une temperature voisine de 20°C en presence de lysozyme de blanc 
d'oeuf a 1 mg/ml, la sonication des bacteries est effectuee & 0°C, 

25 par exemple, avec un sonlcateur Branson (Modele B30) en mode continu 
pendant deux fois six minutes avec refroidiseement . La fraction 
insoluble est collected par centrifugation £ 12000 g & 4°C pendant 
15 minutes puis lavee par du PBS et sechee sous vide & 30 °C pendant 
15 minutes. 
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3. Denaturation, reduction et renaturation 

Le culot de sonication contenant les produits insolubles 
provenant de 1 litre de culture est repris dans 4 ml de solution de- 
naturante et reductrice (6M guanidine-HCl, 0,1M KH^O^ pH 7,5, 0,1M 
J3-mercaptoethanol) . La suspension ainsi obtenue est agitee doucement 
en tube ferme £L 4°C pendant 16 heures. One solution presque limpide 
est alors obtenue .Un leger precipite insoluble est elimine par cen- 
trifugation. One dilution au 1/100 du surnageant est effectuee dans 
une solution de renaturation (50 mM Tris-HCl pH 8,5, 100 mM NaCl, 1 
mM EDTA) et ce melange est laissS a 4°C pendant 24 heures. La 
solution est ensuite centrifugee pour eliminer une opalescence 
blanchatre. Le surnageant obtenu est concentre environ 100 fois par 
ultrafiltration (membrane a "cut-off" de 30.000 daltons ; par 
exemple en utilisant les unites d f ultrafiltration a usage unique 
Millipore CS-30) , de nouveau clarifie par centrifugation puis 
dialyse centre un tampon phosphate (Na) 20 mM pH 7,5. La proteine 
fusion cII-SAH (pseudo-pro-SAH) ainsi obtenue est homogene a plus de 
90 % d f apres une analyse par electrophorese sur gel de polyacryla- 
mide SDS. 

4. Conversion de la cII-SAH en SAH mature 

Une solution de trypsine (pr^parie par exemple a partir de 
trypsine lyophilisee pour usage analytique commercialisee par 
Boehringer Mannheim) est preparee dans la solution de reaction. La 
cII-SAH est traitee a une concentration, par exemple de l f ordre de 
1 mg/ml, avec une quantity de trypsine comprise entre 1/5000 et 
1/1000 (rapport massique a la SAH) a 37°C pendant 30 a 60 minutes 
dans un tampon phosphate (Na) 50 mM pH 7,5, 50 uM CaClj. 
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5. Verification de la coupure 

II est possible de suivre la reaction de conversion par la 
trypsine sur un gel de polyacrylamide non dSnaturant (figure 8) . A 
cause de la presence de plusieurs acides amines chargSs positivement 
dans l'hexapeptide N-terminal, la migration electrophorStique de la 
cII-SAH est plus lente sur ce type de gel que celle de la SAH 
native. Sur la figure 4, on peut voir que la SAH commerciale n'est 
pas modifiie de facon appreciable par la trypsine dans la gamme de 
concentrations utilisee. Par contre, la cII-SAH est convertie par 
1' action de la trypsine en une molecule qui co-migre avec la SAH 
commerciale. La sequence N-terminale de cette proteine modifiee par 
la trypsine a ete* examinee par degradation de Edman et les rSsultats 
obtenus conf irment bien que le site de proteolyse est situ§ apres le 
dipeptide Lys-Arg, £ la fin de la par tie ell de la pro t Sine hydride. 
La prot§ine ainsi generee possSde I'acide aspartique comme residu 
N-terminal ; elle est done identique a la SAH d'origine naturelle. 

Dans la demande de brevet europeen EP 86400618.4, publiSe 
sous le numero 200590, au nom de la demanderesse, a StS decrite la 
construction du plasmide "pXL288". Apres introduction dans une 
souche appropriee d' E.coli , ce plasmide (figure 9) permet l f expres- 
sion a haut niveau d f une proteine hybride, non maturee in vivo , 
constitute par la fusion entre le peptide signal de la p&iicilline G 
amidase (PAM) (EC 3.5.11 ; penicilline aminohydrolase) de E.coli et 
la SAH mature. 

Le plasmide "pXL288" est caracterisS en ce qu'il contient 
le promoteur Ptrp de l'operon tryptophane de E.coli en amont du 
promoteur de la PAM, le site de fixation des ribosomes du gene de la 
PAM, le codon d f initiation ATG et les nucleotides du peptide signal 
de la PAM fusionnes avec le gene de structure de la SAH. 

L'extremitS N-terminale du peptide leader de la PAM 
contient une sequence de 5 acides amines basiques. Cette basicit€ 
constitue une des caracteristiqueB gSnerales d f un peptide signal de 
secretion (M.E.E. Watson, Nucl. Acids. Res., 12, p. 5145 et suivan- 
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tes) • II a maintenant &t£ trouv§ que les 6 premiers acides amines de 
ce peptide signal (Met Lys Asn Arg Asn Arg-, "PAM 1") peuvent jouer 
le role de sequence "pseudo-pro". 

Dans ce but, les nucleotides correspondent aux acides 
amin€s 7 a 26 du peptide leader de la PAM ont ete supprimes af in de 
fusionner exactement la sequence "PAM1" & la sequence de la SAH 
mature en utilisant la technique de suppression dirigee par oligonu- 
cleotide decrite precedemment (figure 9). L* oligonucleotide permet- 
tant de realiser cette suppression est represents par la figure 11A. 
La sequence modifiee est ensuite substitute dans le plasmide 
"pXL288" pour donner le plasmide H pXL641" dont la structure est la 
suivante : "EcoRl-Ptrp-Sall-[ Promo teur PAM-RBS PAM-sequence nucleo- 
tidique codant pour PAMl]-gene SAH". 

Deux derives de la sequence "PAM1" sont construits par 
mutagenese dirigee par oligonucleotide, aprSs sous-clonage dans le 
bacteriophage M13mpl8amIV, selon la methode decrite par P. CARTES, et 
coll., Kucl. Acids Res., 1985, 13, p. 4431 et suivantes. Les oligonu- 
cleotides permettant de rSaliser cette mutagenSse sont represented 
dans les figures 11B et 11C. AprSs reconstruction, deux plasmides 
analogues au plasmide "PXL641 11 contenant les sequences codant pour 
"PAM2" (Met Lys Asn Arg Lys Arg- ; plasmide "pXL740") et "PAIO" (Met 
Lys Lys Arg Lys Arg- ; plasmide "pXL741 u ) sont obtenus (figure 10). 

Apres introduction des plasmides ,f pXL641", ,f pXL740" et 
w pXL741" dans une souche appropriee de E.coli telle que E.coli 54125 
(Collection de l'Institut Pasteur), on obtient des souches produi- 
sant respectivement les proteines hybrides PAM1-SAH, PAM2-SAH et 
PAM3-SAH a des taux de l'ordre de 5 I 10 mg/1 de milieu pour une 
absorbance de 1 & 610 nm en operant dans les conditions decrites 
dans la demande de brevet europeen EP 86400618.4 (200590). 

La proteine hybride se trouve dans la fraction insoluble 
du lysat cellulaire et peut etre renaturee et partiellement purif iee 
selon les methodes decrites precedemment. Cheque prot€ine hybride 
obtenue apres renaturation peut etre convertie en SAH mature par 
digestion menagee au moyen d'une concentration optimised de trypsine 
dans les conditions decrites precedemment. 
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Conformement aux dispositions du Traite de Budapest, ont 
ete deposes au CBS a Baarn (Pays-Bas) le 3 fevrier 1987 : 

- Un echantillon du microorganisme E.coli E103S (pRK 248 
cl ts ) contenant le plasmide pXL 462 (souche G-1398) sous le numero 

5 CBS 143-87. 

- Un echantillon du microorganisme E.coli B contenant le 
plasmide pXL 641 (souche G-2083) sous le numero CBS 144-87. 

- Un echantillon du microorganisme E.coli B contenant le 
plasmide pXL 740 (souche G-2146) sous le numero CBS 145-87. 

0 - Un echantillon du microorganisme E.coli B contenant le 

plasmide pXL 741 (souche G-2147) sous le numero CBS 146-87. 
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~ REVENDICATIONS 

1. Procede de preparation d'une protSine hybride contenant 
une extension peptidique N-terminale hydrophile terminee par un site 
preferentiel de coupure par la trypsine fusionnee avec la sequence 
peptidique de la serum-albumine humaine mature caracterise en ce que 
I'on cultive une souche d' E.coli capable d'assurer le maintien d f un 
plasmide contenant la sequence nucleotidique codant pour l f extension 
peptidique N-terminale fusionnee a la sequence nucleotidique codant 
pour la serum-albumine humaine mature dont 1 T expression est contro- 
lee par un promo teur bactirien inductible. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que 
les codons codant pour l f extension peptidique N-terminale sont 
choisis parmi les sept premiers codons du gene ell du bacteriophage 
lambda et les six premiers codons du gene de la penicilline amidase 
eventuellement transformed par mutagenese dirigee, 

3. Procede de pr€paration d'une protiine hybride contenant 
une extension peptidique N-terminale fusionnee avec la sequence 
peptidique de la serum-albumine humaine mature caracterise en ce que 
l'on convertit la molecule denaturee et insoluble obtenue selon 
l'une des revendications 1 ou 2 en une molecule renaturee et soluble 
en utilisant une methode de denaturation et renaturation permettant 
un rearrangement des structures secondaire et tertiaire de la chaine 
polypeptidique • 

4. Procede selon l r une des revendications 1, 2 ou 3 
caracterise en ce que la protSine hybride est convertie par la 
trypsine en une proteine identique en structure primaire 3 la 
serum-albumine humaine mature. 
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5. Le plasmide "pXL462" caracterise en ce qu f il contient 
le promoteur P^, le site de fixation des ribosomes du gSne ell priv§ 
du signal de terminaison de la transcription tRl, le codon d T initia- 
tion ATG et les six premiers codons du gene ell fusionnes avec le 

5 gene de structure de la serum-albumine humaine mature. 

6. La proteine hybride comprenant a l'extremite N-termi- 
nale les sept premiers acides amines de la proteine ell du bacterio- 
phage lambda, (Met)-Val-Arg-Ala-Asn-Lys-Arg, fusionn€s avec la 
sequence peptidique de la serum-albumine humaine mature, lorsqu'elle 

10 est obtenue par culture d'une souche d' E.coli capable d' assurer le 
maintien du plasmide "pXL462 fl . 

7. Le plasmide "pXL641" caracterise en ce qu'il contient 
le promoteur Ptrp suivi du promoteur de la pinicilline amidase, le 
site de fixation des ribosomes du gene de la penicilline amidase et 

15 les six premiers codons du gene de la penicilline amidase fusionnes 
avec le gene de structure de la serum-albumine humaine mature. 

8. La proteine hybride comprenant a l'extremite N-termi- 
nale les six premiers acides amines de la penicilline amidase, 
Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg, fusionnes avec la sequence peptidique de la 

20 serum-albumine humaine mature, lorsqu'elle est obtenue par culture 
d'une souche d' E.coli capable d 'assurer le maintien du plasmide 
u pXL641". 

9. Le plasmide "pXL740" caracterise en ce qu'il contient 
le promoteur Ptrp suivi du promoteur de la penicilline amidase, le 

25 site de fixation des ribosomes du gSne de la penicilline amidase et 
les six premiers codons d'un gene de la penicilline amidase modifi€ 
par mutagenise dirigee fusionnes avec le gfcne de structure de la 
serum-albumine humaine mature. 

10. La proteine hybride comprenant 5 l'extremite N-termi- 
30 nale les six premiers acides amines d'une penicilline amidase 

N-terminale modifiee par mutagenese dirigee, Met-Lys-Asn-Arg-Lys- 
-Arg, fusionnes & la sequence peptidique de la serum-albumine 
humaine mature, lorsqu'elle est obtenue par culture d'une souche 
d' E.coli capable d' assurer le maintien du plasmide "pXL740". 
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11. Le pla8mide "pXL741" caracterise en ce qu f il contient 
le promoteur Ptrp suivi du promo tear de la penicilline amidase, le 
site de fixation des ribosomes du gene de la penicilline amidase et 
les six premiers codons d'un gene de la penicilline amidase modifie" 
par mutagenese dirigee fusionnes avec le gene de structure de la 
serum-alb limine humaine mature. 

12. La protiine hybride comprenant a l f extremite N-termi- 
nale les six premiers acides amines d f une penicilline amidase 
modifiee par mutagSnSse dirigee, Met-Lys-Arg-Lys-Arg, fusionnes avec 
la sequence peptidique de la serum-albumine humaine mature, lors- 
qu ? elle est obtenue par culture d f une souche d' E.coli capable 
d T assurer le maintien du plasmide "pXL741". 
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STCCTURE DE LA "PREPRO-SAH" 
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Hindi 1 1 




PLASMIDE D' EXPRESSION "PSEUDO-PRO-SAH" 



Figure 7 
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A * Oligonucleotide codant pour les 6 premiers ccdons du gene ell 

MetVal Arg Ala Asn Lys Arg 
5*-A6CTTCAT ATGGTTCGTGCA AACAAACGCG-3' 

3"- AGTATACCAAGCACGTTT'GTTTGCGCAGCT-5" 



B. Oligonucleotide utilise pour la MutagSnese par deletion. 



5'-TCGTGCAAACAAACGCGCATGCACACAAGA6T-3* 

" — . ■ 1 

Cll SAH 



OLIGONUCLEOTIDES SYSTHETIQUES 
EMPLOYES DAHS LA CONSTRUCTION DE 
IA cII-SAH 



Figure 6 
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b c 
• 1 i 



d e C g h i j k 

■I I 1 I 111! 




a 1 f : SAH commerciale (sigma) 

g 3. 1 : cII-SAH d T origine micro biologique ("pseudo-pro-SAH) 



a 4 g : pas de crypsine 

b , h : 0,1 yg/ml trypsine 

c , i : 0,2 yg/ml trypsine 

d , j : 0,4 yg/mi trypsine 

e , k : 0,8 ug/al trypsine 

f , 1 : 1,6 yg/ml trypsine 

[SAH] log/ml, I heure d'iacubatioa 1 37 # C. 

analyse : gel de poiyaeryiamide 10 Z noa denaturant. 



Conversion de la c II -SAH en SAH mature 



Figure 8 




Plasmide d 1 expression de la fusion "Peptide signal PAM-SAH" 



EcoAl 

- . . GmTTCXCTnTGftCtfnT^^ 

ProMteur Tryptophane 

Hindi 11 

Pro»oiALr «t SiU da fixation des ribosoaes de Pflh 



ATG AAA AAT AGA RAT COT ATG RTC 6TG AAC TGT GTT ACT GCT TCC CTG 
net Lys ftsn Arg Asn ftrg net lie Uai ftsn Cys Ual THr Ala Ser Ui 

a sequence signal de la Pflffl. 

< sequence dele tee pot** cons tru ire 

ATG TAT TAT TGG AGC TTA CCT GCA CTG GCT GAT GCfl CAC AAG. . . 
net-T^r T V Trp Ser Leu Pro Ala Leu Ala Asp Ala His Lys. 
»«. . • .SAH 

"ran iHMH : > 



Sequence des signaux d 1 expression et du d6but de la fusion 
"Peptide signal PAM-SAH" de pXL288. 



Figure 9 
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A. SEQUENCES DES ACIDES AMINES DES DIFFERENTS SEGMENTS "PSEUDO-PRO" 
Cll-SAH: 



PAM1: 



MET VAL ARQ ALA ASN LYS ARG-ASP 
ATG QTT COT GCA AAC AAA CGC GAT.. 

aalSAH 



MET LYS ASN ARQ ASN ARQ- ASP 
ATG AAA AAT AQA AAT CQT 6AT.... 



PAM2: 



MET LYS ASN ARQ LYS ARQ- ASP 
ATG AAA AAT AGA AAA COT GAT. 



PAM3: 



MET LYS LYS ARQ LYS ARQ- ASP 
ATG AM AAA AGA AAA CGT BAT.. 



B. MODIFICATIONS EFFECTUEES SUR PAM1 



PAM3 
PAM2 
PAM1 



LYS LYS} 

T } 
LYS} 

MET LYS ASN ARG ASN ARQ ASP 
ATG AAA AAT AGA AAT CGT GAT.... 

A} modifications effectives 
J}per mutagenesedlrigee 
A}per oligonucleotide 



Figure 10 



PI. XXVII/27 



0236210 



A. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE PAR DELETION POUR 
CONSTRUIRE PAM1 - SAH (pXL641) 

5' - ATGAAAAATAGAAATCGTjGATGCACACAAGAGTG -3' 
PAM SAH 



B. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE POUR 
CONSTRUIRE PAM2 - SAH (pXL740) 

5'CAATGAAAAATAGAAAA£GTGATGCACACAAGAGT-3' 

nucleotide modifie 



C. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE POUR 
CONSTRUIRE PAM3 - SAH (pXL741) 

5"AGGATACAATGAAAAAAAGAAAACGTGATGCACACAAGAGT-3' 

nucleotides modifies 



Figure 11 
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Description 

La presente invention conceme un procede de preparation de la s6njm-albumine humaine mature a partir 
d'une serum-aibumine humaine produite par voie microbiologique sous foime de proline fustonnee. 

5 II existe un grand choix d'organismes h6tes, teis que les cellules mammiferes modifi6es ou les micn>orga- 
nismes qui peuvent potentiellement etre utilises en vue de la production en quantites importantes de prolines 
humaines d'une grande valeur th6rapeutique. 

L'utiiisation de cellules mammiferes modifiees par les techniques de I'ADN recombinant presente I'avan- 
tage de conduire a des produits tres proches de ceux d'origine naturelle ; cependant la culture de ces cellules 

10 est delicate et ne peut Stre conduits que dans des volumes iimites. 

L'emploi de micro-organismes, tels que les bacteries, permet une fabrication a une echelle plus importante 
mais presente Hnconvenientde conduire a des produits qui different sensiblement des produits d'origine natu- 
relle. Ainsi les proteines nonrialementglycosytees chez I'homme ne sont pas, en general, glycosyiees paries 
bacteries [P. Bernian et LA Laskey, Trends Blochem. ScL, (1985) 10, p.51 et suivantes]. Parailleurs, les pro- 
fs teines humaines exprimees a haut niveau dans des bacteries telles que E.coli acquierent souvent une confor- 
mation non native qui s'accompagne d'une precipitation intracellulaire [R.G. Schoner et coll., Bio. Technol. 
(1985), 3, p.151 et suivantes ; J.M. Schoemaker et coll., EM BO J. (1985), 4, p.775 et suivantes]. Enfin, pour 
qu'un gene puisse s'exprimer dans une bacterie, telle que E.coli . il est indispensable de positionner un codon 
initiateur methionine devant la sequence codante de la proteine mature. Generalement, ce resldu n'est pas 

20 excise par la methionyl aminopeptidase de E.coll fP.H. Seeburg et colU 1 985, % p.37 et suivantes ; J.M. Scho- 
ner et coll., Proc. Natl, Acad. Sci. USA (1981), 81,p.5403]. La proteine obtenue presente done un acide amine 
anormai comme premier r6sidu qui peut provoquer I'inhibition sterique d'une activity biologique si le debut de 
la proteine est implique dans cette activity. Le residu peut egalement presenter un caractere immunogene 
nefaste a ('administration ulterieure de la proteine. 

25 II results que le choix d'une cellule-hdte depend de la proteine specifique que Ton veut obtenir. Dans le 
cas d'une proteine de valeur marchande eiev6e et necessaire en quantity limine, les cellules mammiferes peu- 
vent constituer une source particulierement bien adaptee. Par contre dans le cas (fun produit de valeur mar- 
chande plus faible et necessaire en quantite importante, de I'ordre de plusieurs dizaines de tonnes, telle que 
la serunvalbumine humaine (SAH), il parait indispensable d'utiliser des micro-organismes tout en re mediant 

30 aux inconv6nients lies a ieur emploi. 

Lorsque la SAH est exprimee a partir d'une construction g6n6tique du type "Promoteur-Site de d6marrage 
de traduction-ATG-Gene de la SAH mature", ia proteine obtenue conserve generalement une methionine 
comme residu N-terminal. Pour eiiminer la methionine N-tenminale de prolines heterologues exprimees chez 
E.coli, plusieurs m6thodes peuvent etre envisagees, telles que le clh/age enzymatique in vivo, ('excision pro- 

35 teolytique pendant ou immediatement apres le transport a travers la membrane ou bien des digestions proteo- 
lytiques ou chimiques in vivo. 

II est connu, en particulier d'apres J.P. Waller, J. Mol. Biol., (1963), 7, p.483 et suivantes, que Ecoli pos- 
sede une methionyl aminopeptidase qui excise la methionine N-terminale d'un certain nombre de proteines. 
Cependant la specificity du mecanisme est mal connue et il est suppose que ce mecanisme depend du ou des 

40 residus sutvant la methionine [V.M. Vogt, J. Biol. Chem. (1970), 245, p.4760 et suivantes ; H.J. George et coll., 
(1985) DNA, 4, p.273]. 

Les proteines secr6tees sont generalement initialement synthetis6es sous forme d'une preproteine 
comportantune "Sequence-signal* qui inclutle premier residu. Cette sequence subitune excision proteolytique 
pendant ou immediatement apres le transport a travers la membrane [R. Scheckman, Trends Biochem (1 985), 

45 10, p.1 77]. Cependant ce systeme ne con vie nt generalement pas dans le cas de proteines cytoplasmiques ou 
heterologues du fait des problfemes de transport dOs soit a certaines parties de la sequence primaire de la pro- 
teine [J. Tommassen et coll, EM BO J. (1 985), 4 p.1 041] soit a une precipitation intra-cytoplasmique trap rapide 
de la proteine. Parailleurs les mecanismes impliques dans la secretion de proteines paries cellules encaryotes, 
telles que la SAH s6cret6e par les cellules hepatfques, sont vraisemblablement assez differents des m6canis- 

so mes de secretion mis en jeu dans des microorganismes tels que les bacteries gram-negatives [N.VYickner et _ _ 
H. Lodish, Science (1985), 230 p.400]. 

II a ete egalement propose cf employer des digestions chimiques ou enzymatiques afin de convertir in vitro 
la proteine synthetisee par la bacterie sous la forme d'une proteine fusionnee. Cette conversion a pour but 
I'excision specifique d'une sequence peptidique etrangere a la proteine desiree, situee en position N-tenminale 

55 et contenant la methionine comme premier residu. Un exemple simple est celui d'une proteine qui ne possede 
pas naturellement de residus methionine [R.E, Chance et coll., "Peptides : Syntheses-Structure-Fonction", 
D.H. Rich et E. Gross, ed., Pierce Chem. Co, Rocford, 11 1., (1981) p.721 et suivantes]. Dans ce cas, un trai- 
tement in vitro par le bromure de cyanogens permet I'excision de la methionine N-tenminale. Cependant ce 
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cas ne se presente que tres rarement dans le cas de proteines de poids moleculaire eleve. 

Certaines proteases, comma la collagenase et le facteur X, reconnalssent une sequence de plusfeurs aci- 
des amines, ce qui ies rend relatfvement speciflques. [K. Nagai et H.C. Thogerson, Nature (1984), 309, p. 810 
et suivantes ; J. Gercino et D. Bastia, Proa Natl. Acad. Sci. USA (1984), 81, p.4692 et suivantes]. Une cons- 
5 truction g6n£tique permet done de position ner la sequence reconnue par la protease en question devant le 
premier acide amhte de la proteine desiree. Cette proteine fusion nee devient ainsi un substrat de la protease, 
le produit principal de la reaction etant la proteine possedant en position N-terminale le mime acide amine que 
la proteine mature. Cependant, ('inconvenient majeur de cette methode reside dans le prix de la protease sur- 
tout lorsqu'9 s'agit de prod u ire une proteine en grande quantite. 
10 La SAH est synthetisee par les cellules humaines d'abord sous forme de prepro-SAH (figure 1). Une 

sequence signal de 18 acides amines est enlevee pendant le transport de la SAH & travers le lumen du reticulum 
endoplasmique et il reste encore 6 acides amines a Textremite N-terminale (Arg- Gly- Val- Phe- Arg- Arg-) qui 
ne sont pas presents dans la SAH circulante. Selon S.O. Brennan et R.W. Carrell, Biochim. Biophys. Acta 
(1980), 621, p.83 et suivantes, ce propeptide ne semble jouer aucun role dans la secretion de la SAH. II est 
15 possible qu'une deuxleme proteolyse speclflque s'effectue au niveau de 1'appareil de Goigi ou dans la circu- 
lation sanguine, les deux residus arginineformant le site de reconnaissance d'une protease de specrficite ana- 
logue a celte de la trypsine. En effet, un variant, appele "Albumine Christchurch", dO a une mutation qui 
transfbrme le dernier residu arginine du propeptide en glutamine n'est pas convert* in vivo en albumlne mature 
mais est transforms in vitro en Glu-SAH en trattant le propeptide par une faibte concentration de trypsine. Par 
20 ailleurs, la SAH mature sous forme native est resistante a la trypsine dans les m£me conditions [S.O. Brennan 
et coll., Biochim. Biophys. Acta, (1984) 802, p.24 et suivantes]. 

II a maintenant ete trouve, et e'est ce qui fait I'objet de la presente invention, un proced6 permettant de 
transformer en SAH mature une SAH produite par voie mtcrobiologique sous forme de proteine fusionnee. 
Le proced6 selon la presente invention consists : 
25 -a modifier in vitro le gene de structure de la SAH de telle sorte qu'fl possede 6 codons supplementaires 
codant pour les 6 premiers acides amines de la proteine ell du bacteriophage lambda, puis a tier le gene 
de structure ainsi modrfte a la sequence nucleotidtque qui precede naturellement le gene ctl dans le 
genome du bacteriophage lambda et a un promoteur qui assure un niveau Sieve de transcription, 

- a produire, dans des conditions definies, au moyen d'une bacteria h6te contenant le gene modifie, une 
30 proteine hybride f pseudo-pro-SAH") constituee par ies 6 premiers acides amines du gene ell suivis de la 

sequence de la SAH mature, 

- a d6naturer et reduire puis renaturer la proteine hybride de facon a obtenir une proteine soluble dont la 
conformation est semblable a cefle de la SAH d'origine naturelle, puis 

- a modifier in vitro, au moyen de la trypsine, la proteine ainsi obtenue afin d'exciser le pseudo-pro-peptide 
35 et obtenir la SAH mature. 

II a egalement ete trouve que la SAH mature peut §tre obtenue en utilisant une extension peptidique N- 
terminale ("pseudo-pro-peptide") dont la sequence differs de cetle des 6 premiers acides amines de la proteine 
ell du bacteriophage lambda, £ condition que cette extension permette une expression suffisante de la proteine 
fusionnee, presente rhydrophilicite necessaire et comporte un site de coupure par la trypsine. Par exemple, 

40 le "pseudo-pro-peptide" peut etre constitue paries 5 premiers acides amines de la sequence-signal de la peni- 
cilline-amidase (6, si Ton compte le premier residu methionine). 

Dans ce qui suit, la signification des termes techniques utilises en biologte moleculaire est supposee 
connue (cf. par exemple J. Watson, "Biologie Moleculaire du Gene", edition francaise, Intereditions, 1 978). Les 
methodes couramment employees en biologie moleculaire du gene sont decrites, par exemple, par T. Maniatis 

45 et coll., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New-York, 1982). Dans ce qui suit seront 
decrits successivement la construction, les procSdes d'expression du gene, la renaturation et la conversion 
par la trypsine de la "pseudo-pro-SAH". 

A<X)NSTRUCTION DU GENE "pseudo-pro-SAH". 

50 

1. Preparation d'ARN messager de fole 

On utilise des cellules hepatiques, obtenues parexemple parbiopsie, eton en extraitl'ARN messager selon 
la methode d6crite par exemple par V. Glisin et coll., Biochemistry (1974), 13, p. 2633 et suivantes ; et par R. 
55 Deeley et coll., J. Biol. Chem. (1977), 252, p. 8310 et suivantes. On traite la biopsie par une solution de thio- 
cyanate de guanidine 6M, et Ton purifie f'ARN total par plusieurs cycles de precipitation dans Methanol ^ -20°C, 
centrifugation et redissolution des culots de centrifugation. 

On enrichit la preparation en ARN messager par plusieurs cycles de chromatographie d'affinite sur des 
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colonnes rfoligo (dT>ceIlulose, selon la technique decrite par H. Aviv et P. Leder, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 
(1 972), 69, p. 1408 et suivantes. L'ARN messager ainsi isde, contenant 1 k 2 % de I'ARN total, est conserve 
en solution aqueuse a -70°C. 

On peut determiner fa proportion d'ARN messager specifique de la serum-albumine humaine au sein de 
5 la population totale (par exemple par traduction in vitro d'un aliquot de la solution d'ARN dans des lysats de 
reticulocytes de lapin). Une methode consiste k utfliser le lysat de reticulocytes foumis par la societe Amer- 
sham, survant le protocole preconise par ce foumisseur. On peut ainsi determiner la fraction de proteine neo- 
formee immunoprecipitable par des anticorps anti-albumine au sein de ('ensemble des proteines neoformees. 
On obtient par exemple une fraction de I'ordre de 6 %. 

10 

2. Synthese de cDNA et clonage dans E.coti 
a. Synthese du premier brin 

15 A partir de la technique de G.N. Buell et coll., J. Biol. Chem. (1978), 253, p. 2471 et suivantes, modifiee, 
on utilise par exemple 5 ng d'ARN messager total dans un volume final de 50 microlitres d'une solution conte- 
nant : 100 mM Tris-HCI pH 8,3, 10 mM MgCI 2 , 0,4 mM DTT, 20 mM KCI, 0,4 mM Na pyrophosphate, 1 mM de 
chaque nucleotide triphosphate (dNTP), 100 ugAnl de oligotdTJ^-ie, 0,5 U/ml d'inhibiteurde ribonucleases, 50 
picomoles de traceur radioactif et 40 unites de Transcriptase reverse (Society Life Science, Inc.). 

20 La reaction de transcription reverse de I'ARN messager en ADN complementaire (ADNc) se poursu'rt pen- 
dant 1 heure a 42°C. 

Le taux de synthese de ADNc est calcule par mesure du taux d'incorporation du traceur radioactif en mole* 
cutes acido-precipitables, selon une technique connue. 

Apres 1 heure, on arrete la reaction par addition d'EDTA (20 mM), et I'on detrult TARN messager par diges- 
ts ton alcaline dans 50 mM de NaOH, a 42°C, pendant 3 heures. 

On separe I'ADNc neoforme des dNTPs non-incorpores et des produits de degradation aicaiine des ARNs 
par chromatographic, par exemple, sur une colonne de Sephadex G100 (Pharmacia Fine Chemicals). On 
obtient 1,5 jig d'ADNc simple brin k partir de 5 ng cf ARN messager total. 

30 b. Synthese du deuxieme brin 

L'ADNc simple brin est converts en ADN double brin par action du fragment "Klenow* de I'ADN polymerase 

I. 

Les conditions de reaction sont : 100 mM Hepes pH 7, 10 mM MgCl 2 , 2,5 mM DTT, 70 mM KCI, 0,5 mM 
35 de chaque dNTP, et 50 unites du fragment "Klenow" de I'ADN polymerase I (commercialisee par exemple par 
la Societe New England Blolabs Inc.). 

La reaction est poursuivie pendant 15 heures, a 15°C, et I'on separe I'ADN double brin des dNTPs non 
incorpores a nouveau par chromatographie sur colonne de Sephadex G100. 

40 c. Clonage de I'ADN double brin 

Pour supprimer les molecules d'ADN simple brin et obtenir un ADN double brin k extremites franches, on 
traite les sequences non appariees par la nuclease Si selon la technique decrite par A. Efstradiatis et coll., 
Cell (1976), 7, p. 279 et suivantes. On separe les ADNs neofbrces double brin selon leurtaille par centrifugation 
45 dans un gradient de saccharose. On utilise g6neralement un gradient de 5 % - 20 % de saccharose en 50 mM 
Tris-HCI pH 8,5, 10 mM EDTA, 800 mM NaCI, centrifuge a 210000 g pendant 15 heures, a 20°C, et on effectue 
un fractionnement du gradient en aliquots apres centrifugation. 

On controls la taille des molecules dans chaque fraction par 6lectrophorese d'echantillons faite en parallels 
avec des etaions d'ADN de tailles connues, et Ton regroupe les fractions contenant un ADN constitue par 
so I'enchaTnement de plus de 500 paires de bases. 

Pour permettre le clonage de cet ADN on allonge d'abord see extremites 3 r avec de roIigo(dC), et on 
allonge parallelement les extremites 3' du site Pst! du plasmide vecteur pBR322 avec de l'oligo(dG) selon la 
technique de F. Rougeon et coll., J. Biol. Chem. (1977), 252, p. 2209 et suivantes. 

On hybride alors I'ADN double brin decrit ci-dessus au plasmide vecteur, selon par exemple la technique 
55 de L Villa Komaroff et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1 978), 75, p. 3727 et suivantes. 

On cree une "banque" de clones d'ADNcs de foie par transformation de la bacterie Ecoli avec I'ADN ainsi 
decrit selon la methode decrite par M. Mandel et A. Higa, J. Mol. Biol. (1970), 53, p. 154 et suivantes et M. 
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Dagertet S.D. Erlich., Gene (1979), 6, p. 23 etsurvantes. 

d. Rep6rage des clones d'ADNc albumin e 

5 On utilise une technique d'hybridation sur colonies a I'aide ^oligonucleotides synthetiques dont les 

sequences sontd6duites de la sequence proteique de I'albumine humaine (B. Meloun et coll., FEBS Letters 
(1975), 58, p. 134 et suivantes ; M. Grunstein et D. Hogness, Proa Natl. Acad. Scl. (USA) (1975), 72, p. 3961 
et suivantes ; R.B. Wallace et coIL, Nucleic Acids Res. (1981), 9, p. 879 et suivantes). 

Les clones sont cultives par series de 96 sur milieu de Luria contenant 25 ug/ml de tetracycline, en boites 
10 carrees, directement sur des filtres de nitrocellulose. Apres croissance a 37°C puis amplification en presence 
de 250 ng/ml de chloramphenicol, les colonies sont !ys£es par la soude puis hybridees avec les oligonucleo- 
tides radtoactives en 5' par kination, dans une solution contenant : 5 X SSC, 0,5 % NP 40, 100 ug/ml ADN de 
sperme de saumon denature par ebullition et refroidi rapidement dans la glace, 0,5 ng/ml d'oligonuc!6otide 
kinase. L'hybridation est effectuee a 37°C pendant 18 heures. On lave ensuite les fHtres en 5 X SSC, a 25°C, 
15 puis 37°C, puis 45°C et ce pendant quatre fbis 1 5 minutes a chaque 6tape. 

Les filtres sont alors exposes sur films Kodak X-OMAT, a -70°C, avec un ecran amplificateur pendant 15 
a 24 heures. Les clones hybridants avec les sondes sont reisoles puis Iys6s. L'ADN plasmidique est purifig 
par centrifugation en milieu chlorure de cesium-bromure d'ethidtum selon une technique connue. 

On sequence I'ADN de I'insertion par la technique de Maxam-Gflbert (A. Maxam et W. Gilbert, Methods 
20 Enzymol. (1 980), 65, p. 499 et suivantes) pour comparer la sequence proteique derivee de la sequence nucleo- 
tidique et celle de la serum-albumine humaine. 

On identifie ainsi une serie de clones dont les insertions correspondent a I'ensemble du gene de la serum- 
albumine humaine. 

Dans la figure 2 est representee la carte de restriction du gene de ta serum-albumine, ainsi que la position 
25 de trois des insertions les plus representatives, designees par "pT1B1 1", "pAA38", tt p6D8\ 

e. Incorporation au grene de structure d'un codon d'initiation (figure 3) 

a) On digere I'ADN du plasmlde "pTIBI r par les enzymes Pstl et PvuII, et on isole un fragment d'ADN 
30 de 125 paires de bases, correspondant a la sequence de I'extr6mit6 5' du gene de la s6rum-albumine (acides 

amines n° 1 a 62). On fixe a I'extremite PvuII une sequence de joncuon constituee du site de reconnaissance 
de I'enzyme BamHI. On obtient ainsi un fragment Pstl-BamHL 

On prepare d'autre part un oligonucleotide synthetique ayant 21 bases de long, possedant un triplet "ATG" 
devant les nucleotides codant pour les acides amines de la s6rum-albumine humaine ainsi qu'un site de res- 

35 triction Ncol f et dont la sequence est la suivante : 5'GAATCCATGGATGCACACAAG 3'. 

On denature le fragment d'ADN Pstf-BamHI, et on I'hybride avec I'oligonucieotide synthetique. L'hybrida- 
tion se fait par la sequence 5'...GATGCACACAAG 3', rextr6mit6 3' du brin d'ADN compiementaire etant desap- 
pariee. On digere les extremites desappariees, puis on polymerise dans le sens 5V.3' avec le fragment 
"Wenow' de I'ADN polymerase I, d'apres les techniques de H. Jacobsen et coll., Eur. J. Biochem. (1974), 45, 

40 p. 623 etsurvantes. 

On obtient ainsi un fragment contenant en 5' une extr6mit6 tranche, un site Ncol puis le triplet ATG et en 
3' un site BamHI. 

b) On realise la ligation de trois fragments d'ADN : 

1) un fragment EcoRI-BamHI du plasmlde *pLG200' (L Guarente et coll., Cell (1 980) 20, p. 543 et suivan- 
45 tes) portant un gdne de resistance aux antibiotiques, I'origine de replication et l'extr6cite 3' du g6ne de la 

p-galactosidase, 

2) un fragment EcoRI-Pvull du plascide *pGL101" (G. Lauer et coll., J. Mol. Appl. Genet (1981), 1 , p. 139 
et suivantes) portant le promoteur P^ et le site de fixation de ribosome (RBS) du gene lacZ d 'E.coli , 

3) le fragment d'ADN mutagenise codant pour les 62 premiers acides amines de I'albumine humaine. 

so On isole un plasmlde (pXL52) qui realise une fusion de rextr6mit6 5' du gfene de la s6rum-albumine 
humaine avec le gdne de la p-galactosidase d 'E.coli. 

f. Construction du gene complet (figure 3) 

55 On digere I'ADN du plasmide "p6D8" par EcoRI, et partiellement par Bglll, selon une technique d6ja decrite. 
On isole le grand fragment EcoRi-Bglll contenant la sequence codant pour les 405 derniers acides amines de 
la serum-albumine humaine puis I'origine de replication du plasmide et le gene de resistance a la tetracycline. 
On digdre I'ADN du plasmide "pXL52" decrit ci-dessus par EcoRI et Sau3A, et on isole un fragment conte- 
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nant 200 paires de bases. 

On digere PADN du plasmide "pAA38" par Sau3A et on isole un fragment contenant 540 paires de bases. 

On ligature les trois fragments (dans I'ordre [pXL52 EcoRJ-Sau3A] - [pAA38-Sau3A] - [p6D8 Bglii-EcoRJ]) 
en tirant profit de la compatibDite entre les sites Sau3A et Bglll. On obtient un plasmide appele "pXL53", dont 
5 la qualite de la construction est controMee par un sequencage complet du fragment compris entre le site EcoRI 
et le site Psti correspondant a la jonction de Pinsertion et du plasmide vecteur. 

La sequence nucleotidique complete, ainsi que la sequence proteique derives, sont representees dans les 
figures 4 et 5. 

Les variations observees entre cette sequence et la sequence proteique publiee (B. Meloun et coll, FEBS 
10 Letters (1975), 58, p. 134 et suivantes ; M. Dayhoff, Atlas of Protein sequence and structure (1978), 5, supple- 
ment 3, p. 306) sont les suivantes : 



Position Meloun et coll. Serum- albumine hmaaine deduite 

15 de la sequence de "pXL53" 

131 Glut amine Acide glutamique 

364 Histidine Alanine 

20 367 Tyrosine Histidine 

370 Alanine Tyrosine 

381 Valine Methionine 

25 464 Acide glutamique Histidine 

465 Histidine Acide glutamique 

501 Glutamlne Acide glutamique 



30 3. Construction de systemes d'expression de la methionyl-serum-albumine humaine 
a. Utilisation du promoteur "P L " du bacteriographe lambda 

On linearise le plasmide "pXL53" par digestion partielle par ('enzyme Ncol, en ne consfderant que le site 
Ncol en 5' du codon d'initiation et on forme des bords francs par rempiissage seion ia technique de R.M. Wartell 
35 et W.S. Reznikoff, Gene (1980), 9, p. 307 et suivantes). 

On synthetise un "adaptateur" contenant en 5' une sequence correspondant au site de reconnaissance 
d'une enzyme de restriction telle que BamHI, puis une sequence correspondant a un site de fixation de ribo- 
somes (RBS "consensus" ou "theorique"). La sequence de I'adaptateur est : 5'GGATCCTAGGAGGAAC 3'. 

La ligation de I'adaptateur en 5' d'un ADN a bords francs a ete decrite, par exemple, par CP. Bahl et coll., 
40 Gene (1976), 1, p. 81 et suivantes. 

La methode consiste a effectuer la reaction sur 20 micnolitres d'une solution contenant 50 mM Tris, HCI 
pH = 7,5, 1 0 mM MgCI 2 , 1 5 mM DTT, 1 mM ATP, 50 ug/ml d'adaptateur, 20 ug/m! d*ADN et 1 unite (TADN-ligase 
(New England Biolabs Inc.). La reaction est poursuivie pendant 10 heures a 15°C. Cette ligation cree un site 
BamHI sans supprimer le site Ncol. 
45 On digere le produit de ligation par BamHI et par HfnDIII. Du fait de la presence d'un site HinDIII en 3' du 
gene de la serum-albumine humaine, on obtient un fragment d'ADN contenant la totalite de la sequence 
codante. 

On sous-clone le fragment HinOIII-BamHI ainsi obtenu par exemple dans le plasmide "pBR322" en trans- 
fonnant Ecoli selon la methode deja decrite ci-dessus pour obtentr le plasmide "pXL61". 
so Le plasmide "PXL61" ne contient pas de promoteur. 

Le promoteur "P L " du bacteriophage lambda est place sur le chromosome du bacteriophage entre un site 
Bglll et un site BamHI (voir E. SzybaJski et W. Szybalski, Gene (1979) 7, p. 217 et suivantes), et dont la 
sequence nucieotidique est connue (F. Sanger et cdl., J. Mol. Bid. (1982), 162, p. 279 et suivantes). On peut 
doner ce fragment et modifier ses sites de restriction selon des methodes connues. 
55 On note que les plasmides portant P L doivent etre propages dans des souches de E.coii portant le gene 
represseur ci, ceci afin d'eviter que ce promoteur ne s'exprime de facon constitutive. 

Dans une premiere construction, P L est disponible sous forme d'un fragment BamHI a partir du plasmide 
"pPL-lambda" (Pharmacia P.L. Biochemicals). Llnsertion de ce fragment BamHI dans le site BamHI du plas- 
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mide "pXL61" permet d'obtenir le plasmide "pXL65", dans lequei on a v6rifi6 que I'orientation du promoteur par 
rapport au gene da structure de la s6rurr>albumine humaine est correcte. 

D'autres constructions peuvent fitre realisees d partir de plasmides disponibles. On peut, par exemple, 
exciserdu plasmide "pP L -lambda" un fragment Haelll-Haelli contenant le promoteur P L et Hnserer dans le site 
5 Smal d'une sequence de clonage multisites port6e sur un plasmide, tel que le plasmide "pUC8" (J. Vieira et 
J. Messing, Gene, (1 982), 79, p. 259 et suivantes) pour obtenir "pUC8-P L "" dans iequel le site EcoRl est en 5' 
du promoteur. 

A partir du plasmide "pPS1" (P. Sarmientos et coll., Cell (1983), 32, p. 1337 et suivantes), on peut d'abord 
detruire le site HinDIII le plus proche du site Ndel (figure 3) puis remplacer le petit fragment EcoRI-HinDIII par, 
10 d'une part, le fragment EcoRI-BamHI du plasmide "pUC8-P L " contenant le promoteur P t , et, d'autre part, le 
fragment BamHI-HinDIII du plasmide "pXL61" contenant le gene de la s6rum-alburnine. On obtient ainsi le plas- 
mide "pXL70" dans lequei ('ensemble P L -RBS "consensus "-ATG-g&ne de la s6rum-albumine humaine est 
porte sur un fragment d'ADN EcoRI-HinDIII. 

15 b. Remplacement du RBS "consensus" parcelui du gene ell du bacteriophage lambda 

Le g&ne ell du bacteriophage lambda, dont la sequence et le site d'initiat'on sont connus, peut etre traduit 
avec efficacite (£. Schwarz et coll., Nature (1978), 272, p. 410 et suivantes). 

On construit un plasmide contenant ie systeme d'expression "Promoteur "P L " - RBS cl! - ATG - g&ne s6- 
20 rum-albumine\ 

Par exemple, on peut aprfes avoir detruft le site BamHI de "pUC8-P L " par action de I'enzyme SI (A. J. Berk 
et PA. Sharp, Cell (1977), 12, p. 72) isoler un fragment EcoRI-HinDIII contenant le promoteur P L et ensuite 
lier ce fragment avec le grand fragment EcoRI-HinDIII du plasmide "pDS20" (G. Du ester et coll., Cell (1 982), 
30, p. 855 et suivantes), pour obtenir le plasmide "pXL73". 
25 Le RBS du gene ell est extrart du piasmide "pPS1". On digere ce plasmide par Ndel et on insure un adap- 
tateur BamHI apr6s formation d'extrdmitts franches. On excise alors le RBS sous forme d'un fragment Hin- 
DIII-BamHI. 

On construit d'abord un plasmide "pXL88" dans lequei ce fragment HinDIII-BamHI est lie au grand fragment 
HinDill-BamHI du plasmide "pXL73". Dans le nouveau plasmide a pXL88", le RBS ell est ins6r6 dans la bonne 
30 orientation par rapport au promoteur P L , le tout dans un systems multisites de telle sorte que I'ensemble P L -RBS 
ell sort porte sur un fragment d'ADN EcoRI-BamHI de 578 paires de bases. 

Le fragment EcoRI-BamHI de 578 paires de bases est sous-clone entre les sites EcoRl et BamHI du plas- 
mide *pMC1403" (M.J. Casadaban et cod., J. Bacteriol. (1980), 143 . p. 971 et suivantes) qui porte le gene de 
la p-galactosidase (tacZ) aprfcs le site BamHI. Cette construction conduit au plasmide "pXL91" dans lequei le 
35 gene de la p-galactosidase est exprime sous controle du systems "P L -RBS ell". 

On sous-clone le fragment BamHt-Bglll du plasmide "pXL61" d6crit precedemment dans le site BamHI du 
plasmide "pMC1403". (La ligation d'un site Bglll dans un site BamHI est possible, mais ('excision par BamHI 
en Bgtll ne Test plus ; il ne reste done qu'un site BamHI). 

Cette construction ("pXL71") aboutit 6 1'insertion d'un fragment d'ADN de 700 paires de bases comportant 
40 la sequence "BamHI-[RBS "consensus"-ATG-NcoI-gene partiel de la serum-albumin e -(codant pour les acides 
amines 1 k 218)-g6ne de la p-galactosidase]. 

On coupe ce plasmide par BamHI et Sad fle site Sad est present dans le gene de (a p-galactosidase) et 
on rinsere dans le plasmide "pXL91" decrit precedemment d la place du fragment preexistant BamHI-Sacl. 
On aboutit alors au plasmide "pXL97" dont (Insertion a la structure su'rvante : "Site EcoRl - P L - RBS ell - 
45 site BamHI-RBS "consensus"- site Ncol - ATG - gene partiel de la serum-afbumine -gene de la p-galactosi- 
dase*. 

On digere le plasmide *pXL97" par BamHI et partiellement par Ncol en ne considerant que le site Ncol 
proche du codon d'initiation et on forme les bords francs par action de la nuclease SI, puis on le referme sur 
luhmeme. Cette manipulation, d'une part, supprime la sequence d'ADN du RBS "consensus" et, d'autre part, 
so met en phase un ATG du RBS ell avec la sequence de la serum-albumine. 

On obtient ainsi le plasmide "pXL136" qui comporte la sequence "site EcoRI-P L -RBS cll-ATG-gene partiel 
de la serum-albumine-gene de la p-galactosidase". 

Le gene partiel de la serum-albumine poss6dant un site Pvull, on digere te plasmide "pXL13S" par EcoRl 
et Pvull eton extrait un fragment de 760 paires de bases qui estins6re entre les sites EcoRl et Pvull du piasmide 
55 "pXL70" d6crit pr6c6demmenL On obtient ainsi le plasmide "pXL139" qui porte la structure "P L -RBS cll-gene 
serum-albumine compter sur un fragment EcoRI-HinDIII, comme le plasmide "pXL70" et qui porte la substitu- 
tion RBS "consensus" parcelui du gene ell. 

On coupe le plasmide "pXL1 39" decrit precedemment au site unique Sail, entre le promoteur PL et le RBS 
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A. SEQUENCES DES ACIDES AMINES OES DIFFERENTS SEGMENTS "PSEUDO-PRO" 

elt-SAH: MET YAL ARG ALA ASN LYS AR0-A5P 

CM ^ ATG GTT COT GCA AAC AM CQC 6AT.. 

aalSAH 

PAM1 . MET LYS ASN ARG ASN ARQ- ASP 

PAm * ATG AAA AAT ASA AAT COT GAT.... 



PAM2: MET LYS ASN ARG LYS ARG- ASP 

K ATG AAA AAT AGA AAA COT GAT— 



PAf13 . MET LYS LYS ARG LYS ARG- ASP 

ATG AAA AAA AGA AAA CGT OAT.. 
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ell. On digere I'ADN par I'enzyme Ba131, de telle sorte que le site de fin de transcription tR1 en 5' du RBS ell 
soit digere puis on ajouteun adaptateurHinDIII eton isoiele fragment HinDlII-Xbal contenantle RBScll ampute 
de tR1 et les 357 premiers codons du gene de la serunvalbumine humaine. On combine ce fragment HinDIII- 
Xbal avec d'une part le fragment Xbal-EcoRf du plasmide pXL1 39 contenant la fin du gene de la s6run>albu- 
s mine humaine et d'autre part le fragment EcoRI-HinDIII portant le promoteur P L obtenu a partir du plasmide 
pUCS-P L apres destruction du site Bam HI. On obtient ainsi le plasmide pXL324. 

4. Construction d'un plasmide d'expression pour la "pseudo-pro-SAH' 

10 Un fragment d'ADN est construit par hybridation de deux oligonucleotides synthetiques ayant la structure 
donn6e dans la figure €A. La sequence contient un codon de demarrage "ATG" suivi par les 6 premiers codons 
du gene ell du bacteriophage lambda. Ce fragment possede une extremite cohesive de type HinDIII et une 
autre extremity cohesive de type Sail. Ce fragment synthetique est clon6 entre les sites HinDIII et Sail du vec- 
teur M13mp10 (J. Messing, Methods EnzymoL, (1984), 101, p.20 et survantes). Le DNA en forme replicative 

15 purifie a partir de cellules infectees par le bacteriophage resultant est utilise darts l'6tape survante de cons- 
truction. 

Un fragment Sall-Bglll de 765 paires de bases provenant du plasmide pXL324 contenant le debut du gene 
(ADNc) codant pour la SAH est clon§ dans ce bacteriophage recombinant La souche de E.coli JM1 01 est infeo 
t6e par ce nouveau bacteriophage et le sumageant d'une culture de 5 heures est utilise* comme source de par- 
20 ticules phagfques contenant I'ADN simple brin caracteristique des phages filamenteux de type M1 3. Ce simple 
brin sert ensuite de matrice pour une mutagenese dirigee par oligonucleotide permettant de supprimer la 
sequence comprise entre le sixieme codon du gene ell et le premier codon de la SAH mature (GAT) selon les 
methodes decrites, parexemple, par J.P. Adelman et coll., DNA (1983), 2, p. 183. L'otigonucfeotide utilise dans 
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mettant de realiser cette suppression est repn§sent6 par la figure 1 1 A. La sequence modifiee est ensuite subs- 
tituee dans le plasm Id e "pXL288" pour donner le plasmide "pXL641 " dont la structure est la suivante : *EcoR1- 
Ptrp-Sail-[Promoteur PAM-RBS PAM-sequence nuc!6otidique codant pour PAM1 J-gene SAH". 

Deux derives de la sequence "PAM1" sont construits par mutagenese dirigee par oligonucleotide, apres 

5 sous-clonage dans le bacteriophage M13mp18amlV t selon la methode decrite par P. CARTER et coll., Nud. 
Acids Res., 1985, 13, p.4431 etsurvantes. Les oligonucleotides permettant de realiser cette mutagenese sont 
representes dans les figures 11B et 11C. Apres reconstruction, deux plasmides analogues au plasmide 
"pXL641" contenant les sequences codant pour 'PAM2* (Met Lys Asn Arg Lys Arg- ; plasmide "pXL740") et 
"PAM3" (Met Lys Lys Arg Lys Arg- ; plasmide "pXL741") sort obtenus (figure 10). 

10 Apres introduction des plasmides "pXL641 " "pXL740" et "pXL74r dans une souche appropriee de E.coli 
telle que E.coli 54125 (Collection de I'lnstitut Pasteur), on obtient des souches produisant respectivement les 
proteines hybrides PAM1-SAH, PAM2-SAH et PAM3-SAH a des taux de Tordre de 5 a 10 mg/l de milieu pour 
une absorbance de 1 a 610 nm en operant dans les conditions decrites dans la demande de brevet europeen 
EP 86400618.4 (200590). 

15 La proline hybride se trouve dans la fraction insoluble du lysat cell ul aire et peut fitre renaturee et partiel- 
lement purifiee selon les method es decrites precedemment Chaque proline hybride obtenue apres renatu- 
ration peut etre convertie en SAH mature par digestion menagee au moyen d'une concentration optimises de 
trypsine dans les conditions decrites precedemment 

Conformement aux dispositions du Traite de Budapest, ont ete deposes au CBS a Baam (Pays-Bas) le 3 

20 fevrier1987: 

- Un echantilion du microorganisme E.coli E103S (pRK 248 d te ) contenant le plasmide pXL 462 (souche 
G-1398) sous ie numero CBS 143-87. 

- Un Echantilion du microorganisme E.coli B contenant le plasmide pXL 641 (souche 6-2083) sous le 
numero CBS 144-87. 

25 - Un echantilion du microorganisme Exoli B contenant le plasmide pXL 740 (souche G-2146) sous le 
numero CBS 145-87. 

- Un echantilion du microorganisme E.coli B contenant le plasmide pXL 741 (souche 6-2147 sous ie 
num£ro CBS 146-87. 

30 

Revendications 

1 . Precede de preparation de la serum-albumine humaine mature caracterise en ce que : 

- dans une premiere etape on pr6pare une proteine hybride contenant une extension peptidique N-termi- 
35 nale hydrophile de 5 a 8 acides amines, et de preference 6 a 7, terminee par un site de coupure par la 

trypsine, fusionnee avec la sequence peptidique de la s6rum-albumine humaine mature, par culture d'une 
souche d' E.coli capable d'assurer le maintien cf un plasmide contenant la sequence nucieotidique codant 
pour ladite proteine hybride, dont I'expression est contrcMee parun promoteur bacterien inducible, 

- dans une deuxieme etape, on convertit la molecule denaturee et insoluble ainsi obtenue en molecule 
40 renaturee et soluble, en utilisant une methode de d6naturation et renaturation permettant un rearrangement 

des structures secondare et tertiaire de fa chaTne polypeptidique, et 

- dans une troisieme etape, on convertit cette proteine hybride par la trypsine en une proteine identique 
en structure primaire a la serum-albumine humaine mature. 

2. Proc6d6 selon fa revendication 1 caracterise en ce que les codons codant pour I'extension peptidique 
45 N-terminale sont choisis parmJ les sept premiers codons du gene ell du bacteriophage lambda et les six pre- 
miers codons du gene de fa penicilline amidase eventuellement transformes par mutagenese dirigee. 

3. Le plasmide "pXL462" depose sous le numero CBS 143-87 caract6ris6 en ce qu'il confient le promoteur 
P Lv le site de fixation des ribosomes du gene ell priv6 du signal de terminatson de la transcription tR1 , le codon 
d'inrtiation AT6 et les six premiers codons du gene ell fusionnes avec le gene de structure de la serum-albumine 

so humaine mature. 

4. Le plasmide "pXL641 ■ depose sous le num6ro CBS 144-87 caracterise en ce qu'il contient le promoteur 
Ptrp survi du promoteur de la penicilline amidase, le site de fixation des ribosomes du gene de fa penicilline 
amidase et les six premiers codons du gene de la penicaiine amidase fusionnes avec le gene de structure de 
la serum-aJbumine humaine mature. 

55 5. Le plasmide "pXL740" depose sous le num6ro CBS 145-87 caracterise en ce qu'il contient le promoteur 
Ptrp sutvi du promoteur de la penicilline amidase, le site de fixation des ribosomes du gene de la penicilline 
amidase et les sue premiers codons d'un gene de la penicilline amidase modifie par mutagenese dirigee codant 
pour le polypeptide Met-Lys-Asn-Arg-Lys-Arg fusionnes avec le gene de structure de fa s6run>albumine 
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the first six codons of a penicillin amidase gene modified by directed mutagenesis coding for the Met-Lys-Lys- 
Arg-Lys-Arg polypeptide fused with the structural gene of mature human serum albumin. 

7. The hybrid protein comprising a hydrophilic N-terminai peptide extension containing 5 to 8, and prefer- 
ably 6 to 7, amino acids, terminated by a site for cutting with trypsin, which is fused with the peptide sequence 

5 of mature human serum albumin, when it is produced by culture of a strain of E.coli according to Claim 1 . 

8. The hybrid protein according to Claim 7, comprising at the N-terminal end the first seven amino acids 
of the lambda bacteriophage ell protein, (Met)-Val-Arg-Ala-Asn-Lys-Arg, which are fused with the peptide sequ- 
ence of mature human serum albumin, when it is produced by culture of a strain of E.colj capable of ensuring 
the conservation of the plasmid "pXL462" defined in Claim 3. 

10 9. The hybrid protein according to Claim 7, comprising at the N-terminal end the first six amino acids of 
penicillin amidase, Met-Lys-Asn-Arg-Asn^Arg, fused with the peptide sequence of mature human serum albu- 
min, when it is produced by culture of a strain of E.coli capable of ensuring the conservation of the plasmid 
"pXL641 " defined in Claim 4. 

1 0. The hybrid protein according to Claim 7, comprising at the N-terminal end the first six N-termlnal amino 
is acids of a peniclll in amidase modified by directed mutagenesis, Met-Lys-Asn-Aig-Lys-Arg, fused to the peptide 

sequence of mature human serum albumin, when it is produced by culture of a strain of E.coli capable of ensur- 
ing the conservation of the plasmid "pXL740" defined in Claim 5. 

1 1 . The hybrid protein according to Claim 7, comprising at the N-terminal end the first six amino acids of 
a penicillin amidase modified by directed mutagenesis, Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg, fused with the peptide sequ- 

20 ence of mature human serum albumin, when it is produced by culture of a strain of Ecoli capable of ensuring 
the conservation of the plasmid "pXL741" defined in Claim 6. 



Patentanspruche 

25 

1 . Verfahren zur Herstellung von rerfem menschlichem Serum-albumin, dadurch gekennzeichnet, dad man 

- in einer ersten Stufe ein Hybridprotein herstellt das elne hydrophile N-endstandige PeptidveriSngerung 
von 5 bis 8, vorzugsweise 6 bis 7 Aminosauren, abgeschlossen durch eine TrypsinschnittsteUe, fusioniert 
mit der Peptidsequenz des rerfen menschlichen Serumalbumins, herstellt durch Zuchtung eines Stammes 

30 von E.coli, der den Bestand eines Plasmids zu gewahrieisten vermag, das die fur das Hybridprotein, des- 
sen Expression durch einen induzierbaren bakteriellen Promotor regelbar ist codierende NuMeotidse- 
quenz enthalt, 

- in einer zweiten Stufe das so erhaltene denaturierte und unldsliche Molekul in ein renaturiertes und tos- 
liches Molekul umwandeit, indem man eine Denaturierungs- und Renaturierungs-methode anwendet, die 

35 eine Umiagerung sekundarer und tertiarer Strukturen der Polypeptidkette ermoglicht, und 

- in einer drirten Stufe dieses Hybridprotein mit Trypsin in ein Protein umwandeit, das in der Primarstruktur 
dem reifen menschlichen Serumalbumin identisch ist 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS die die N-endstandige Peptidveriangerung 
codierenden Codons aus gewahlt sind aus den sieben ersten Codons des Gens ell des Bakteriophagen 

40 Lambda und den sechs ersten Codons des Gens von Pen icD I in amidase, gegebenenfalls transfonmiert durch 
gerichtete Mutagenese. 

3. Plasmid "pXL462", hinteriegt unterderNummerCBS 143-87, dadurch gekennzeichnet, da&esden Pro- 
motor P L , die Bindestelle der Ribosomen des Gens ell, abgeschlossen durch das Transkriptionsterminatfons- 
signal tR1, das Startcodon ATG und die sechs ersten Codons des Gens ell, fusioniert mit dem Strukturgen des 

4$ reifen menschlichen Serumalbumins, enthSIt 

4. Plasmid "pXL641", hinteriegt unterderNummerCBS 144-87, dadurch gekennzeichnet, daft es den Pro- 
motor Ptrp, gefolgt vom Promotor der Penicillinamidase, die Bindestelle der Ribosomen des Gens der Penicfl- 
linamidase und die sechs ersten Codons des Gens der Penicillinamidase, fusioniert mit dem Strukturgen des 
rerfen menschlichen Serumalbumins, enthilt 

so 5. Plasmid "pXL740", hinteriegt unter der Nummer CBS 145-87, dadurch gekennzeichnet, daft es_den Rco- _ 
motor Ptrp, gefolgt vom Promotor der Penicillinamidase, die Bindestelle der Ribosomen des Gens der Penicil- 
linamidase und die sechs ersten Codons des Gens der durch gerichtete Mutagenese modrfizierten 
Penicillinamidase, die fur das Polypeptid Met-Lys-Asn-Arg-Lys-Arg codieren, fusioniert mit dem Strukturgen 
des rerfen menschlichen Serumalbumins, enthalt 

55 6. Plasmid "pXL741 hinteriegt unter der Nummer CBS 1 46-87, dadurch gekennzeichnet da& es den Pro- 
motor Ptrp, gefolgt vom Promotro der Penicillinamidase, die Bindestelle der Ribosomen des Gens der Penicil- 
linamidase und die sechs ersten Codons eines Gens der durch gerichtete Mutagenese modrfizierten 
Penicillinamidase, die fur das Polypeptid Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg codieren, fusioniert mit dem Strukturgen 
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des reifen menschlichen Serumalbumins, enthalt 

7. Hybridprotein, umfassend eine hydrophfle N-endstandige Peptidveriangerung von 5 bis 8, vorzugsweise 
6 bis 7 Aminosauren, abgeschlossen durch eine Trypsinschnittstelle, fusion iert mit der Peptidsequenz reifen 
menschlichen Serum-albumins, ertiaiten durch ZOchtung eines Stammes von E.coli nach Anspruch 1. 
5 8. Hybridprotein nach Anspruch 7, umfassend am N-endstandigen Ende die sieben ersten Aminosauren 

des Proteins c!l des Bakteriophagen Lambda, (Met)-Val-Arg-A!a-Asn-Lys-Arg, fusioniert mit der Peptidsequenz 
des reifen menschlichen Serumalbumins, erhalten durch ZOchtung eines Stammes von E.coli, der den Bestand 
des tm Anspruch 3 definierten Plasmids "pXL462" zu gewahrieisten vermag. 

9. Hybridprotein nach Anspruch 7, umfassend am N-endstandigen Ende die sechs ersten Aminosauren 
10 der PenicBlinamidase, Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg, fusioniert mit der Peptidsequenz des reifen menschlichen 

Serumalbumins, erhalten durch ZOchtung eines Stammes von E.coli, der den Bestand des im Anspruch 4 defi- 
nierten Plasmids "pXL641" zu gewahrieisten vermag. 

1 0. Hybridprotein nach Anspruch 7, umfassend am N-endstandigen Ende die sechs ersten Aminosauren 
der durch gerichtete Mutagenese modrfizierten Penicillinamidase, Met-Lys-Asn-Arg-Lys-Arg, fusioniert mit der 

15 Peptidsequenz des reifen menschlichen Serumalbumins, erhalten durch ZOchtung eines Stammes von E.coli, 
der den Bestand des tm Anspruch 5 definierten Plasmids "pXL740" zu gewahrieisten vermag. 

11. Hybridprotein nach Anspruch 7, umfassend am N-enstandigen Ende die sechs ersten Aminosauren 
der durch gerichtete Mutagenese modiftzierten Penicillinamidase, Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg, fusioniert mit der 
Peptidsequenz des reifen menschlichen Serumalbumins, erhalten duch ZOchtung eines Stammes von E.coli, 

20 der den Bestand des im Anspruch 6 definierten Plasmids "pXL741" zu gewahrieisten vermag. 
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humaine mature. 

6. Le plasmide "pXL741" depose sous le numero 146-87 caracterise en ce qu'il contient ie promoteur Ptrp 
suivi du promoteur de la penicOline amidase, le site de fixation des ribosomes du gene de la penicilline amidase 
et les six premiers codons d'un gene de la penicilline amidase modifie par mutagenese dirigee codant pour le 

5 polypeptide Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg fusionnes avec le gene de structure de la serum-albumine humaine 
mature. 

7. La proteine hybrids comprenant une extension peptidique N-terminale hydrophile de 5 a 8 acides ami- 
nes, et de preference 6 a 7, terminee par un site de coupure par la trypsins, fusionnee avec la sequence pep- 
tidique de la serum-albumine humaine mature lorsqu'elle est obtenue par culture d'une souche d 'E. Coli selon 

10 la revendication 1. 

8. La proteins hybride selon la revendication 7 comprenant a rextremite N-terminale les sept premiers aci- 
des amines de la proteins ell de bacteriophage lambda, (Met)-VaJ-Arg-Ala-Asn-Lys-Arg, fusionnes avec la 
sequence peptidique de la serum-albumine humaine mature lorsqu'elle est obtenue par culture d'une souche 
d' E.Coii capable d'assurer le maintien du plasmide "pXL462" defini dans la revendication 3. 

is 9. La proteine hybride selon la revendication 7 comprenant a I'extremite N-terminale les six premiers acides 

amines de fa penicilline amidase, Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg, fusionnes avec la sequence peptidique de la se- 
rum-albumine humaine mature, lorsqu'elle est obtenue par culture d'une souche d' E.Coii capable d'assurer le 
maintien du plasmide "pXL641" defini dans la revendication 4. 

10. La proteine hybride selon la revendication 7 comprenant a I'extremite N-terminale les six premiers aci- 
20 des amines d'une penicilline amidase N-terminale modrfiee par mutagenese dirigee, Met-Lys-Asn-Arg-Lys-Arg, 

fusionnes a la sequence peptidique de la serum-aJbumine humaine mature, lorsqu'elle est obtenue par culture 
d'une souche d' E.coli capable d'assurer le maintien du plasmide "pXL740" defini dans la revendication 5. 

1 1. La proteine hybride selon la revendication 7 comprenant a rextremite N-terminate les six premiers aci- 
des amines d'une penicilline amidase modifiee par mutagenese dirigee, Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg, fusionnes 

25 avec la sequence peptidique de la serum-albumine humaine mature, lorsqu'elle est obtenue par culture d'une 
souche d' E.coli capable d'assurer le maintien du plasmide "pXL741" defini dans la revendication 6. 



Claims 

30 

1. Process for the preparation of mature human serum albumin, characterised in that: 

- in a first stage a hybrid protein is prepared containing a hydrophiiic N-terminal peptide extension con- 
taining 5 to 8, and preferably 6 to 7, amino acids, terminated by a site for cutting with trypsin, which is fused 
with the peptide sequence of mature human serum albumin, by culture of a strain of E.coli capable of ensur- 

35 ing the conservation of a plasmid containing the nucleotide sequence coding for the said hybrid protein, 

whose expression is controlled by an inducible bacterial promoter, 

- in a second stage the denatured and insoluble molecule thus obtained is converted into a renatured and 
soluble molecule* bv usina a denaturina and renaturina method Dermittina a rearranaement of the secondary 
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A - Oligonucleotide Codant aour les 6 premiers ccdons du gene 

MetVel Arg Ala Asn Lys Arg 
S--ARCTTCATATGGTTCGTGCAAACAAACSCG-3' 

I-TIgtataccaagcacgttt-gtttgcgcagct.-s- 



B. Oligonucleotide utilise pour la Mutaginese par deletion. 



5--TCGT5CAAACAAACGC GCATGCACACAAGAGT -3- 
ell SAH 



OtlGOOTCLSOTIDES STSTHEtlQCES 
EMPLOYES DANS LA CONSTRUCTION DE 
IA cII-SAH 



Figure 6 
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* 

Plasmide d' expression de la fusion "Peptide signal PAM-SAH" 



ProMteir Triptophan* 



CGBCCT 



Hindi 1 1 

ProMOU*** «t SiU 



m 

fixation 



1 



a* PflH 



RTG flflft flflHT WSft flflT CCT flTG OTC GTG fiflC TGT CTT ACT OCT TCC CTC 
St Lu» ftsn ftrg ftsn frg mi I !• Uat teC^Ual Ttir flla S«r L*u 

«« mqlotc* signal dm la PflM. 

< riqumct oilitM pcxr construir« 

fITG TftT TOT TG6 flGC TTfl CCT GCft CTG GCT GOT GCfi CflC flflC.-, 
ttet-Tir Trp Sir LmjPto Ala Uu ftla tap Rla His Lys. . • 

mc. . • -SflH 

pwi-sriii > 



Sequence des signaux d' expression et du d6but de la fusion 
"Peptide signal PAM-SAH" de pXL288. 



Figure 9 
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STVCniKE BE LA "PSEPRO-SAH" 



